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MikroRNA‟lar (miRNA), 20-30 nükleotid uzunluğunda protein 

kodlamayan endojen küçük RNA‟ların sınıfını oluĢturan RNA molekülleridir. 

Birçok kanserde onkogen veya tümör baskılayıcı gen olarak görev aldığı birçok 

araĢtırma ile kanıtlanmıĢtır. Bu miRNA‟lar aynı zamanda hücre düzenlenmesi, 

geliĢim, apoptosis ve metastaz gibi birçok biyolojik sürece katkıda 

bulunmaktadırlar. Bunun gibi birçok özellik daha miRNA‟ların çalıĢılmasını ilginç 

hale getirmektedir. Daha önce birçok miRNA üzerinde çalıĢmalar yapılmıĢ fakat 

miR-105 ailesinin üyelerinden olan miR-105-5p miRNA‟sı ile ilgili çok fazla 

çalıĢma mevcut değildir. Bu araĢtırmanın amacı; miR-105-5p miRNA‟sının akciğer 

(A549), meme (MCF7) ve rahim ağzı (HeLa) kanserleri üzerindeki etkisini 

incelemektir. Bu amaç doğrultusunda, transfeksiyon yöntemi kullanılarak miR-

105-5p‟nin knokdown ve over ekspresyon koĢulları sağlanmıĢtır. Bu koĢullar 

altındaki hücreler; proliferasyon deneyi kurularak artıĢ hızları, koloniformasyon 

deneyi ile de koloni oluĢturma özellikleri açısından gözlemlenmiĢtir. Ayrıca RT-

PCR yapılarak miR-105-5p‟nin bu kanserlerdeki apoptoz ve kök hücre iliĢkili 

genlerine etkileri de incelenmiĢ ve bu genleri onkogen veya tümör baskılayıcı 

yönden etkilediği görülmüĢtür. Ayrıca ekspresyonu arttırılan miR-105-5p‟nin her 

üç hücre hattında da hücrelerin artıĢ hızını ve koloni oluĢturma özelliklerini de 

bastırmıĢtır. Bu sonuçlardan hareketle miR-105-5p‟nin hedefe yönelik tedavi 

olarak kullanılabileceği düĢünülmektedir. 
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MicroRNAs have got 20-30 nücleotid and they are RNA molecules that 

make up the class of non-protein-coding endogenous small RNAs. They have been 

proven by a lot of research they took charge as an oncogenic or tumor suppressor 

for a lot of cancer. These miRNAs also contribute to many biological processes 

such as cell regulation, development, apoptosis, and metastasis. Many such 

properties make the study on microRNAs interesting. Many miRNAs have been 

researched before, but there is not much research on miR-105-5p, which is a 

member of the miR-105 family. The purpose of this research; To examine the 

effect of miR-105-5p on lung (A549), breast (MCF7), and cervical (HeLa) cancers. 

For this purpose, the knockdown and over-expression conditions of miR-105-5p 

were provided by using the transfection method. Cells under these conditions; The 

growth rates were observed by establishing the proliferation experiment and the 

colony-formation characteristics were observed with the colony-formation 

experiment. In addition, the effects of miR-105-5p on apoptosis and stem cell-

related genes in these cancers were also examined by RT-PCR and it was observed 

that these genes were affected as an oncogene or tumor suppressors. In addition, 

the increased expression of miR-105-5p suppressed the growth rate and colony 

formation properties of cells in all three cell lines. Based on these results, it is 

thought that miR-105-5p can be used as a targeted therapy. 
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GENİŞLETİLMİŞ ÖZET 

 

MikroRNA‟lar (miR), yüksek seviyede korunan DNA bölgelerinden 

kodlanırlar fakat proteine translasyonları gerçekleĢmez (Saydam ve ark, 2011). 

Endojen küçük RNA‟ların sınıfını oluĢtururlar ve yaklaĢık 20-30 nükleotid 

uzunluğa sahiptirler. Bu protein kodlamayan RNA moleküllerinin sayısı yaklaĢık 

olarak bini geçmektedir (Çelik ve ark, 2013; Zamore ve ark, 2005). AraĢtırmalar bu 

miRNA seviyelerinin normal koĢulların dıĢına çıkmasının insanlarda kanser 

geliĢimiyle bağlantılı olabileceğini göstermiĢtir (Wijnhoven ve ark, 2007).  Ġlk 

mikroRNA, Lee ve arkadaĢları tarafından 1993 keĢfedilmesine rağmen mikroRNA 

terimi 2001 yılından itibaren kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Lee ve arkadaĢları, 

Caenorhabditis elegans‟ı gen içeriği bakımından tararken bir genin hiçbir protein 

kodlamamasına rağmen 22 nükleotit uzunluğunda küçük bir RNA transkribe 

ettiğini rapor etmiĢlerdir. Bu ilginç buluĢtan sonra diğer çalıĢmalarda da hemen 

hemen bütün çok hücreli organizmalarda bu küçük RNA molekülü keĢfedilmiĢtir. 

Yapılan birçok araĢtırma ile bu RNA moleküllerinin hücre farklılaĢması, metastaz, 

geliĢim, hücre döngüsünün düzenlenmesi, apoptosis gibi birçok biyolojik süreçte 

önemli roller üstlendiği gösterilmiĢtir (Saydam ve ark, 2011). MiRNA‟lar, hedef 

mRNA‟nın 3‟ UTR bölgesine argonaute proteinleri yardımıyla bağlanarak mRNA 

yıkımına veya protein translasyonunun baskılanmasına neden olmaktadırlar 

(Gregory ve ark, 2005). Ayrıca miRNA‟lar baĢka bir miRNA‟ya dolaylı, doğrudan 

ya da küresel olarak üç farklı yoldan bağlanarak miRNA:miRNA etkileĢimi 

oluĢtururlar (Hill ve ark, 2018). Bu etkileĢimler aynı zamanda miRNA-mRNA 

düzenlemesine de farklı bir bakıĢ açısı getirmektedirler (Lai ve ark, 2004). Bu 

bilgiler ıĢığında literatür taraması yapılmıĢ ve miR-105 ailesinin üyelerinden olan 

miR-105-5p miRNA‟sı ile ilgili çok fazla çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. MiR-105-5p 

miRNA‟sının A549, MCF7 ve HeLa hücre hatlarında onkogenik veya tümör 

baskılayıcı etkinliği merak edilmiĢ ve bu çalıĢmada bu hücre hatlarının 

proliferasyon hızı, koloni artıĢ hızı gibi özelliklerine bakılmıĢ ve kök hücre ve 
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apoptoz iliĢkili genlerle etkileĢimi incelenmiĢtir. Lipofektamin ile yapılan 

transfeksiyon deneylerinde miR-105-5p ekspresyonunun arttırıldığı ve inhibe 

olduğu koĢullar sağlanmıĢtır. Daha sonra artıĢ hızlarının incelendiği proliferasyon 

deneyinde hücreler belirli sayılarla 96‟lık well platelere ekilmiĢ 0, 24, 48 ve 72 saat 

aralıklarında hücreler gözlemlenmiĢtir. Her üç hücre hattında da miR-105-5p 

ekspresyonlarının artmasının proliferasyonu ciddi anlamda baskıladığı 

görülmüĢtür. Öyle ki ekspresyonun inhibe edildiği koĢulda ise bu kanser 

hücrelerinin artıĢında hızlanma meydana gelmiĢtir. Proliferasyondan sonra hücreler 

koloni oluĢumlarını gözlemlemek amacıyla 6‟lık well platelere ekilmiĢ, 2 hafta 

boyunca koloni oluĢumları gözlemlenmiĢ ve sonrasında metilen blue ile boyanarak 

koloniler sayılmıĢtır. Beklendiği gibi her üç hücre hattında da koloni artıĢları, 

proliferasyon hızı ile paralel ilerlemiĢ ve miR-105-5p‟nin ekspresyonunun arttığı 

koĢulda, inhibe olduğu koĢula oranla daha az koloni oluĢumuna rastlanmıĢtır. Her 

iki deneyde de sonuçlar GraphPad Prism 9 programı ve excel programı yardımı ile 

hesaplanmıĢ ve grafikleri oluĢturulmuĢtur. Daha sonra bu koĢullar altındaki 

hücrelerden RNA izolasyonu ve cDNA deneyleri yapılarak RT-PCR deneyi 

kurulmuĢtur. RT-PCR ile miR-105-5p‟nin; EMT, apoptoz ve kök hücre ile iliĢkili 

genlere etkisine bakılmıĢ ve sonuçlar yine GraphPad Prism 9 ve excel programı ile 

grafik oluĢturulmuĢtur. Çıkan sonuçlara göre; miR-105-5p varlığında meme 

kanserinde; P53 ve P21, rahim ağzı kanserinde hTERT tümör baskılayıcı özellik 

göstermiĢtir. Akciğer kanserinde ise P53, hTERT ve E-cadherin tümör baskılayıcı 

özellik göstermektedir. Bu çalıĢmadan elde edilen bulgulara göre miR-105-5p; 

akciğer, meme ve rahim ağzı kanserlerinde tümör baskılayıcı özellik göstermekte 

ve hedefe yönelik terapotik ilaç arayıĢlarında umut ıĢığı olabilecek potansiyeldedir.
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1. GİRİŞ 

 

 MikroRNA‟lar (miRNA‟lar); endojen küçük RNA‟ların sınıfını oluĢturan, 

protein kodlamayan RNA molekülleridir (Çelik ve ark, 2013). YaklaĢık 20-30 

nükleotid uzunluğunda olan tek iplikçikli miRNA sayısı, hâlihazırda 300‟den fazla 

tanımlanmıĢ insan genomu içerisinde bini geçmektedir (Zamore ve ark, 2005). Bu 

protein kodlamayan RNA molekülleri, kendi nükleotid dizilerinin tamamlayıcısı 

olan hedef mRNA‟lara bağlanıp translasyonel baskılama veya mRNA yıkımı ile 

transkripsiyon sonrası gen ekspresyonunun düzenlenmesini gerçekleĢtirirler. 

MiRNA‟lar bu yolağı kullanarak hücre farklılaĢması, proliferasyonu ve apoptoz 

gibi homeostatik süreçlerde rol oynamaktadırlar (Saydam ve ark, 2011).   

 Ġnsan genomunda yer alan DNA‟nın büyük bir bölümü RNA kodlamasına 

rağmen genomun çok küçük bir miktarı (yaklaĢık olarak %1,5) fonksiyonel 

proteinlerin sentezlenmesinde kullanılmaktadır. Yakın zamana kadar genomun geri 

kalan kısmının çok az önem içerdiği düĢünülmekteydi. Fakat bu görüĢ, küçük RNA 

moleküllerinin keĢfiyle ortadan kalkmıĢ oldu. AraĢtırmacılar, bu grup içerisinde yer 

alan miRNA seviyelerinin normal koĢulların dıĢına çıkmasının insanlarda kanser 

geliĢimiyle bağlantılı olduğunu rapor etmiĢlerdir. Dolayısıyla bu konuda bir 

çalıĢma bilgisinin kanserin erken teĢhisi ve tedavisi için önemli olabileceği çok 

açıktır (Wijnhoven ve ark, 2007). Pek çok kanserde bazı miRNA‟lar ekspresyonu 

artırıldığında onkogenik özellik gösterir ve onkomir olarak adlandırılırlar. Bu 

onkomir miRNA‟lar tümör baskılayıcı genleri ya da hücre farklılaĢmasını kontrol 

eden genleri etkileyerek tümör oluĢumuna sebep olabilirler. Bazı miRNA‟lar ise 

tümör oluĢumunu onkogenleri baskılayarak engellerler ve tümör supressör özellik 

gösterirler (Calin ve ark, 2006).  

MikroRNA‟lar, onkogenezde oynadıkları önemli rol nedeniyle, gelecek 

vadeden tanısal ve prognostik biyomarkırlar olarak kabul edilmeye baĢlanmıĢtır. 

Belli miRNA‟ların tümör dokusunda, serumda ve balgamda ekspresyon 

profillerinin saptanmasının bilgi sağlayıcı olduğu düĢünülmektedir. MiRNA‟ların 



1. GĠRĠġ    Aylin ÖRS 

2 

kanser dokularında, normal dokulara nazaran özellikle az miktarda olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu durum karsinogenezde miRNA ifadesinin baskılandığına iĢaret 

etmektedir. Ayrıca farklı dokulardan kökenlenen birçok tümörün geliĢimsel 

kökenleri ve farklılaĢma dereceleri yalnızca miRNA ifade profillerinin belirlenmesi 

ile bilinebilmektedir. Bu sebeple miRNA‟ların hücreleri daha farklılaĢmıĢ bir 

aĢamaya götürdükleri düĢünülebilir. MiRNA‟lar mRNA profillerinin ayırt 

edemediği az farklılaĢmıĢ kanser tiplerini de sınıflandırabilirler (Lu ve ark, 2005, 

Rosenfeld ve ark, 2008). MiRNA‟ların temel rolü, tek bir miRNA‟nın birden fazla 

mRNA‟yı post-transkripsiyonal bir Ģekilde hedefleyebilmesi ve böylece aynı anda 

yüzlerce genin ekspresyonunu etkileyebilmesidir (Dong ve ark, 2021). Ayrıca 

miRNA‟lar, hücresel DNA algılama ve onarım mekanizmalarını da düzenleyerek 

bütünlüğün korunmasında önemli bir rol oynar. Ġlk olarak miRNA genleri sıklıkla 

frajil kromozomal bölgelerde bulunur, bu da miRNA bozulmasının genomik 

kararsızlığa yol açan ve dolayısıyla karsinojenezi baĢlatan erken olaylardan biri 

olabileceğini gösterir (Vincent ve ark, 2014). Ġkincisi miRNA‟lar, p21 ve p27 gibi 

hücre döngüsü kontrol noktalarını düzenleyerek bir sonraki aĢamaya erken veya 

gecikmeli giriĢe neden olabilir. Bu, anormal genomik içeriklere, olgunlaĢmamıĢ 

kromozom ayrımına yol açar ve sonuç olarak genomik kararsızlığa ve kansere 

neden olur. Üçüncüsü, hasarlı DNA‟ların tespiti ve onarımı dahil olmak üzere 

DNA hasar tepkileri, genomik stabiliteyi korumak için çok önemlidir (Zhang ve 

ark, 2016). Diğer bir önemli kapı bekçisi olan p53, hasarlı DNA‟yı onarmak için 

hücre döngüsünü bloke etme veya onarım potansiyeli yoksa hücreleri apoptoza 

yönlendirme iĢlevi gören DNA hasar yanıtında bir sensör görevi görür. Birkaç 

miRNA, doğrudan hedefleme yoluyla p53 ifadesini modüle eder (Vincent ve ark, 

2014). MiRNA‟lar farklı stromal hücrelerini de düzenlerken etkilerini kanser 

hücreleri ile onlara çevreleyen stromal hücreler arasındaki etkileĢimlerin 

düzenlenmesi üzerinde gösterebilir (Kuninty ve ark, 2016). Çok sayıda miRNA‟nın 

anjiyogenezi düzenlediği de bildirilmiĢtir (Wang ve ark, 2018). 
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1.1. MiRNA’ların Biyogenezi ve Hedefleme Mekanizması 

 MiRNA‟lar, üç aĢamalı iĢlem sonucunda oluĢurlar. BaĢlangıçta -80 

nükleotid uzunluğunda olan bir RNA saç tokasının parçası olarak RNA polimeraz 

II enzimi aracılığıyla eksprese edilirler. Daha uzun bir ilk transkriptin parçasını 

oluĢtururlar ve primer miRNA (primiRNA) olarak adlandırılırlar (Lee ve ark, 

2002). Ġkinci adımda 60-70 nükleotid prekürsör miRNA (pre-miRNA) ara ürününü 

vermek için bu RNA saç tokasının üst kısmının nükleer eksizyonu gerçekleĢir. 

Nükleusta bulunan bir RNaz olan Drosha ve RNA bağlanma noktası bulunan bir 

protein DGCR8/Pasha‟dan oluĢan mikroiĢlemci komplekse bağlanır. Böylece 

nükleus içinde dönüĢüm gerçekleĢir (Bartel ve ark, 2004, Zeng ve ark, 2013). 

Üçüncü ve son adımda pre-miRNA‟lar Exportin 5 adı verilen molekül aracılığıyla 

sitoplazmaya taĢınırlar (Garzon ve ark, 2006). Olgun miRNA‟lar sitoplazmada 

üretilmesine rağmen çalıĢmalar olgun miRNA‟ların %75‟inin hem sitoplazmada 

hem de çekirdekte bulunduğunu göstermektedir (Gagnon ve ark, 2014). 

Sonrasında, pre-miRNA‟lar sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden Dicer adlı 

endonükleaz ile kesilerek 18-24 nükleotid uzunluğunda çift zincirli 

miRNA:miRNA dubleksine çevrilir (Zhang ve ark, 2002). Son olarak, olgun 

miRNA bir ribonükleer partiküle (RNP) dahil edilir ve birlikte RNAi ile iliĢkili gen 

susturma etkilerini yürütmek için miRISC oluĢur (Schwarz ve ark, 2003). RISC 

kompleksinin içinde yer alan bir RNAz olan argonaute‟un etkisiyle bu iki iplikten 

daha kararlı olan 5‟ ucu seçilip komplekse dâhil edilir. Bu iplik kılavuz iplik (guide 

strand) olarak adlandırılır. Diğer iplik, anti-kılavuz veya yolcu iplik olarak 

adlandırılır, RISC kompleksinin substratı olarak sindirilir. 

 BaĢka bir miRNA aracılığı ile miRNA düzenlenmesinin mekanizması 

miRNA:miRNA etkileĢimi olarak adlandırılmıĢtır (Hill ve ark, 2018). Bu miRNA 

çiftleri arasındaki bağlanmanın, kılavuz miRNA ve yolcu miRNA çiftleri 

arasındakinden daha güçlü olduğu, hücre iĢlevselliği üzerinde geniĢ kapsamlı etkisi 

olduğu ve miRNA mRNA düzenlenmesine baĢka bir bakıĢ açısı eklediği 

düĢünülmektedir (Lai ve ark, 2004). Bu etkileĢim doğrudan, dolaylı ve küresel 
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olmak üzere 3 Ģekilde gerçekleĢmektedir. Doğrudan miRNA:miRNA etkileĢimleri, 

bir miRNA diğerini tamamlayıcı bir Ģekilde bağladığında meydana gelir. Bu 

etkileĢim ya sitoplazmada iki olgun miRNA arasında ya da çekirdekte bir olgun ve 

bir birincil miRNA (pri-miRNA) saç tokası arasında meydana gelir. Çekirdekteki 

etkileĢimler, tipik olarak mikroiĢlemcinin bağlanmasını önler ve böylece pri-

miRNA‟nın olgunlaĢmasını bloke ederek seviyelerini düĢürür ve hedef 

mRNA‟sının susturulmasını önler (Forrest ve ark, 2010). Dolaylı miRNA:miRNA 

etkileĢimleri, sitoplazmadaki olgun miRNA‟nın çekirdekteki pri-miRNA‟yı 

transkripsiyonel düzenleyiciler aracılığıyla etkilemesidir. Bu düzenleyiciler, 

transkripsiyon faktörlerini, DNA metiltransferazları ve baskılayıcıları içerebilir 

(Hill ve ark, 2021). Son olarak küresel miRNA:miRNA etkileĢimlerinde, bir 

miRNA birkaçının ifadesini veya tüm miRNA ifadesini modüle edebilmektedir 

(Borzi ve ark, 2017). 

 MikroRNA‟lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya 

argonaute proteinleri yardımıyla mRNA‟nın yıkımına ya da protein 

translasyonunun baskılanmasına neden olmaktadırlar (Gregory ve ark, 2005). 

  

 
ġekil 1.1. MikroRNA‟ların oluĢumu ve fonksiyonu 
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 MiRNA, hedef mRNA‟nın 3‟ ucundaki translasyona uğramayan bölgeye 

(UTR) veya hedef mRNA‟nın ORF bölgesine bağlanır (ġekil 1.1). Bağlanma 

pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA‟ya nasıl komplementer olduğuna bağlıdır. 

3‟ UTR bölgesine bağlanma kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerliği ihtiva 

eder ve translasyonun baskılanması ile sonuçlanır. ORF bölgesi içine bağlanma ise 

kusursuz, tam komplementerliği gösterir ve Ago2 tarafından mRNA‟nın yıkımı ile 

sonuçlanır (Sun ve ark, 2010). Ayrıca miRNA‟ların her birinin birden fazla 

mRNA‟nın ekspresyonunu düzenleyebildiği ve mRNA‟ların her birinin de birden 

fazla miRNA tarafından hedeflenebildiği görülmektedir (Pillai ve ark, 2005). 

 

 
ġekil 1.2. MiRNA hedefleme mekanizması 

 

 MiRNA-mRNA etkileĢimi için miRNA'nın 5' ucundan ikinci nükleotitte 

baĢlayan 7 nükleotid tohum bölgesi gereklidir. MiRNA-mRNA hedeflemesi, 

ağırlıklı olarak, açık okuma çerçevesinin (ORF) 3' akıĢ aĢağısında bulunan hedef 

mRNA'nın 3′UTR'sinde meydana gelir. MiRNA-mRNA dupleksinin orta kısmında 

çıkıntılar veya uyumsuzluklar mevcut olabilir. Sol alttaki ovalde gösterildiği gibi, 



1. GĠRĠġ    Aylin ÖRS 

6 

miRNA ve mRNA arasındaki mükemmel uyum baz eĢleĢmesi, miRISC aracılı 

endonükleolitik bölüme ve dolayısıyla mRNA bozulması ile sonuçlanır. Sağ altta 

gösterilen hücrelerde tam tamamlayıcılığın olmamasına rağmen, baz eĢleĢmesi 

(özellikle miRNA‟nın 13-16 nükleotidleri), translasyonel baskıya yol açan 

miRNA-mRNA etkileĢimini stabilize etmede hala önemlidir. Sıklıkla, çoklu 

miRNA‟lar (ġekil 1.2‟de kırmızı ve mavi ile gösterilmiĢtir) aynı 3‟UTR‟yi 

hedefleyebilmektedir. Tersine, benzersiz bir miRNA, hücrelerde aynı 3‟UTR 

üzerinde birden fazla bağlanma bölgesini hedefleyebilmektedir (Sun ve ark, 2010). 

 

1.2. Akciğer Kanseri ve MiRNA ilişkisi 

 Akciğer kanseri, tüm dünyada kanser kaynaklı ölümlerin baĢlıca sebebidir. 

Genellikle EGFR, ALK, ROS1, BRAF, ERBB2 (HER2), MET, RET ve KRAS 

gibi mutasyonlara sahiptir (Kate ve ark, 2020). Ġki ana tipi vardır. Küçük hücreli 

akciğer kanseri (KHAK) ve küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri (KHDAK). 

KHDAK‟lar tüm akciğer kanserlerinin %80‟ini oluĢtururlar ve adenokarsinom, 

skuamöz hücreli karsinom ve büyük karsinom gibi alt bölümlere sahiptir (Gyoba 

ve ark, 2016). Cerrahi yöntemlerdeki yeniliklere, kemoterapi ve radyoterapideki 

geliĢmelere rağmen, akciğer kanserinin sağkalım süresi %16‟dır (Jemal ve ark, 

2009). Bu nedenle, akciğer kanserinin genetik olarak geliĢimini çözmek ve yeni 

tedavi hedefleri geliĢtirmek için hücresel moleküller üzerinde daha çok çalıĢılması 

gerekmektedir. BirikmiĢ kanıtlar, miRNA‟ların sapkın bir Ģekilde ifade edildiğini 

ve KHDAK‟ın tümörigenez ve tümör ilerlemesinde önemli roller aldığını 

göstermektedir. KHDAK hücrelerinin biyolojik davranıĢını etkileyen moleküler 

düzenleyici yol değiĢiklikleri birden fazladır ve bu moleküler ağlar en baĢta kötü 

huylu bir fenotip oluĢturan bir dengesizliğe yol açabilir. Bu moleküler değiĢiklikler 

gen ifadesindeki değiĢiklikleri, kopya numarası değiĢikliklerini, farklı metilasyon 

kalıplarını ve kodlamayan RNA‟ların ifadesindeki değiĢikleri içermektedir (Pikor 

ve ark, 2013). MiRNA'ların plazma gibi biyofluid ortamında saptırıldığı 

kanıtlanmıĢtır. Akciğer kanseri hücrelerinin geliĢiminde, epitel-mezenkimal geçiĢte 
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ve tedaviye yanıtta önemli sinyal yollarını daha da etkileyen hedef genler veya 

moleküller üzerinde modüler iĢlevler uygularlar (Vescova Del ve ark, 2015). 

Miyofibroblastlardan ve fibroblastlardan oluĢan CAF‟lerin hücrelerdeki varlığı, 

geliĢmiĢ tümör fenotiplerine, proliferasyona, anjiyogeneze ve invazyon ve 

metastaza yol açmaktadır. CAF‟lerde miRNA salgılanmasının akciğer kanseri 

ilerlemesini desteklediği bildirilmiĢtir (Kunita ve ark, 2018). MiRNA‟ların 

CAF‟lerde fazla eksprese edildiği durumlarda, CAF‟lerin tümör hücresi 

proliferasyonunu ve küre oluĢumunu arttırmasını engelleyen CXCL12 ekspresyonu 

bastırılır. Bu da tümör hücresi apoptozisine yol açar (Zhang ve ark, 2015). 

CAF‟lerde miRNA‟ların eksprese edilmediği durumlarda ise yüksek seviyelerde 

olan SDF-1, akciğer kanseri hücre hattı olan A549 proliferasyonunu ve ilaca olan 

dirençlerini arttırmaktadır (Li ve ark, 2016). Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise bazı 

miRNA‟ların, akciğer kanserinde PTEN‟i hedeflediği ve ardından aktive olan Akt 

yolunun anjiyogenezi desteklediği görülmüĢtür (Mao ve ark, 2015).  

 Epitelyal kanser hücrelerinin istila etmesini ve metastaz yapmasını 

sağlayan EMT‟yi düzenleyen birkaç miRNA mevcuttur. Bazı miRNA‟lar, 

KHDAK‟da EMT‟yi bastırmak için FOXM1‟i, bazıları ise Twist1‟i hedefler. 

Böylece KDHAK‟da EMT iliĢkili metastaz inhibe edilmiĢ olur. Böylelikle 

KHDAK‟da düĢük miRNA seviyeleri kötü prognoz taĢır diyebiliriz (Ke ve ark, 

2013, Yang ve ark, 2015). MiRNA ekspresyonları ayrıca akciğer 

adenokarsinomunun büyüme paternlerine müdahale etmektedir. Bazı miRNA‟ların 

yüksek ekspresyon seviyelerinin tümördeki katı bileĢenlerin varlığı ile önemli 

ölçüde iliĢkili olduğunu, buna karĢın bazı miRNA‟ların lepidik desenler veya 

müsinöz ile iliĢkili olduğunu göstererek akciğer adenokarsinomları arasındaki 

histolojik büyüme modellerini analiz ettiği görülmüĢtür (Nadal ve ark, 2014). 

MiRNA‟lar, primer akciğer tümörlerini diğer bölgelerdeki tümörlerden ayırt 

etmede kullanılmaktadır. Bazı miRNA‟ların yüksek ekspresyonu primer akciğer 

tümörleri ile iliĢkiliyken, bazı miRNA‟larınki ise metastatik tümörlerle iliĢkilidir 

(Barshack ve ark, 2010). Moleküler biyobelirteçler, akciğer kanseri taraması için 
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yardımcı bir araçtır. Bunların arasında, dolaĢımdaki miRNA‟lar, tanısal fayda için 

büyüleyici bir potansiyel göstermektedir. Bunun nedeni, kan, kolostrum, idrar ve 

plevral sıvı gibi vücut sıvılarından miRNA‟ları tespit etmedeki fizibiliteye 

dayanmaktadır. Ġkinci avantaj, dolaĢımdaki miRNA'ların, endojen RNazların 

etkileri olmaksızın vücut sıvısında çok kararlı olmasıdır. Üçüncüsü ise, dolaĢan 

miRNA‟lar, tümör heterojenitesi sorununun üstesinden gelerek farklı tümör 

bölümlerinden veya metastatik bölgelerin tüm patolojik sinyallerini toplamasıdır 

(Han ve ark, 2018). ġuanda, akciğer kanseri için bir teĢhis aracı olarak çok sayıda 

miRNA kullanılmaktadır. Bunlar, akciğer kanseri olasılığını tespit etmek için bir 

„set‟ veya „kit‟ olarak entegre edilmektedir. Örneğin „miR‟ testi birçok miRNA‟nın 

imzasını ölçen serum bazlı bir testtir (Montani ve ark, 2015). Yüksek riskli akciğer 

kanseri hastalarında bu test sırasıyla %74,9, %77,8 ve %74.8 tanısal doğruluk, 

duyarlılık ve özgüllük sergilemektedir (Sozzi ve ark, 2014). Platin bazlı tedavi, 

hem KHAK hem de KHDAK tedavileri için en yaygın tedavidir. MiRNA‟lar 

kemoterapi duyarlılığı veya direnci ile ilgilidir. MiRNA ekspresyonu, PKD2 

seviyesini baskılar ve ardından çoklu antikanser ilaçlarının akıĢına aracılık eden P-

glikoproteinin aĢağı regülasyonuna yol açar. Sonuçta da miRNA ekspresyonu olan 

bir KHDAK hücre hattında sisplatin duyarlılığı artar (Yu ve ark, 2017). Bazı 

miRNA‟lar; MDR1, MRP1, ERCC1 ve survivin gibi ilaç direnciyle alakalı birkaç 

proteini ve Bcl-2‟yi baskılayarak ilaç akıĢ mekanizmasını inhibe etmekte ve 

sisplatin duyarlılığını artırmaktadır (Wu ve ark, 2014). Aksine bazı miRNA‟ların 

upregülasyonu ise artan MDR1, MRP1, ERCC1, survivin ve Bcl-2 ile iliĢkilidir. 

Bu da ilaç akıĢını ve sisplatin direncini indüklemektedir (Li ve ark, 2016). Birkaç 

miRNA ise PEBP4 ve RKIP aracılı EMT‟yi hedefleyerek sisplatin tedavisine 

direnç sağlamaktadırlar (Zhao ve ark, 2015). Akciğer kanseri radyoterapisinde bazı 

miRNA‟lar, oksidatif yanıt genlerini baskılayarak ve DNA onarımını inhibe ederek 

radyoterapinin akciğer kanseri hücreleri üzerindeki etkisini arttırdığı 

gözlemlenmiĢtir (Cortez ve ark, 2014). 
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 Birlikte ele alındığında miRNA'lar, kanser hücresel davranıĢlarını kontrol 

ederek ve çevredeki hücrelerle etkileĢimlerini düzenleyerek TME'de rol 

oynar. Akciğer kanseri tanı ve tedavisinde kanser hücreleri ve mikroçevreleri 

arasındaki iliĢkilerin araĢtırılması gereklidir. 

 

1.3. Meme Kanseri ve MiRNA İlişkisi 

 Meme kanseri, kadınlar arasında en sık gözlenen kanserlerden biridir. 

Solunum yolu ve akciğer kanserlerinden sonra, kadınlar arasında kanser iliĢkili 

ölümlerin baĢında yer almaktadır (Siegel ve ark, 2015). Sıklıkla BRCA1/BRCA2 

ve TP53 gibi mutasyonlara sahiptir. Bununla birlikte, meme kanseri vakalarının 

büyük çoğunluğu mutasyona uğramıĢ yüksek penetrasyonlu bir genle değil, genel 

popülasyonda sıklıkla mutasyona uğrayan CHEK2, CDH1, NBS1, RAD50, BRIP1 

ve PALB2 gibi düĢük penetrasyonlu genlerle ilgilidir (Sheikh ve ark, 2015). Ayrıca 

PIK3CA mutasyonunun da yaygın olduğunu görülmüĢtür (Jiang ve ark, 2018). 

Meme kanseri tümörleri uygulanan tedaviye karĢı direnç gösterebilmektedir. 

Direnç oluĢumu ile birlikte, meme kanseri hastalarında tümör yalnızca primer 

bölge ile sınırlı kalmamakta ve farklı bölgelere metastaz yapabilmektedir (Weigelt 

ve ark, 2005). Hücre sinyal yolakları ile iliĢkili genlerin ifadesi çeĢitli 

mekanizmalar yoluyla yeniden düzenlenmektedir. MiRNA‟lar, hedefindeki 

mRNA‟ların 3‟UTR bölgesine bağlanarak protein ürününe dönüĢmesini 

engellemektedir. Protein kodlayan genlerin ifade kontrolünde rol oynayan miRNA 

genleri, normal meme dokusu ve meme kanseri hücreleri arasında ifade farklılıkları 

sergilemektedir. Bununla birlikte, bu farklılık meme kanser hücreleri ve kanser kök 

hücreleri arasında da gözlenmektedir (Yu ve ark, 2007). Meme kanseri kök 

hücrelerinde, hücre apoptozunu indükleyici ve hücre bölünmesini inhibe eden 

miRNA ifadelerinin azaldığı bilinmektedir (Shimono ve ark, 2015). Mevcut 

bulgular, diğer meme kanserli hastalar ile benzer tedavi yaklaĢımları uygulanarak 

takip edilen bu hasta grubunda, farklı etkin tedavi yaklaĢımlarının 

düzenlenlenmesine katkı oluĢturarak hastaların yaĢam süresinin ve kalitesinin 
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geliĢtirilmesine imkan sağlayacaktır. Ayrıca elde edilen bulgular; BRCA mutasyonu 

taĢıyan meme kanserli hastalarda, kötü prognozun takibini sağlayabilecek 

biyobelirteçlerin belirlenmesi konusunda uluslararası ve ulusal literatüre katkı 

sağlar niteliktedir. MiRNA‟lar, mRNA‟ nın 3‟ Untraslated Region (3‟UTR) 

bölgesinde hedef transkripti ile baz eĢleĢmesi yaparak, bu transkriptlerin 

translasyonunu değiĢik mekanizmalar ile baskılar. MiRNA‟ lar bu Ģekilde görev 

yaparak gen düzenlenmesinin bir boyutunu oluĢturmaktadır. Bu düzenlenmenin 

çeĢitli mekanizmalarla bozulması hastalıklara sebep olmaktadır. Son yıllarda 

yapılan araĢtırmalarda kanserde miRNA ekspresyon profilleri değerlendirilmiĢ 

olup, bazı miRNA‟ların ekspresyonlarının azaldığı bazılarının ise arttığı 

belirlenmiĢtir (Zhang ve ark, 2006). Birçok kanser türünde bu çalıĢmaların 

tekrarlanması ve fonksiyonel analizler sonucu, ekspresyonu azalan miRNA‟ ların 

“tümör baskılayıcı” özellik gösterdiği ve genelde onkogenlerin transkriptlerini 

hedeflediği ve ekspresyonu artan miRNA‟ ların “onkogenik” özellik gösterdiği ve 

tümör baskılayıcı genlerin transkriptlerini hedeflediği sonucuna varılmıĢtır (Zhang 

ve ark, 2007). Günümüzde meme kanseri tanısında hastanın yaĢı, aksiller lenf nodu 

tutulumu, tümör büyüklüğü, histolojik evre ve invazyon gibi histolojik özellikleri, 

lenfovasküler, hormon reseptör durumu ve insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü (HER-2) ifadesi gibi farklı risk kategorisindeki hastalarda farklı 

kombinasyonlar halinde görülebilen faktörler kullanılmasına rağmen, tümörün 

belirtilen klinik davranıĢlarına göre sınıflandırılmasında yeteri kadar güvenilir 

verilerin sağlanamaması, prognozun hastalığın daha erken evrede yapılabilmesinin 

gerekliliği ve aynı evredeki meme tümörlerinin uygulanan tedavi protokollerine 

farklı cevaplar vermesi, tedavi protokolünün belirlenmesinde tümörlerin moleküler 

düzeydeki sınıflandırmalarının gerekliliğini ortaya koymuĢtur (Schnitt, 2010). 

Farelerle yapılan bir çalıĢmada, meme döngüsünün farklı fazlarına bağlayan birkaç 

miRNA ailesi, geçici ifade kalıplarına dayanarak 7 gruba tanımlanmıĢtır. Ġlginç bir 

Ģekilde, daha önce agresif bazal meme kanseri ile iliĢkilendirilen birkaç miRNA, 

ergenlik ve gebelik sırasında, en yüksek fizyolojik duktal ve alveolar proliferasyon 
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periyotlarında yüksek oranda eksprese edilmiĢtir. Ayrıca, terminal olarak 

farklılaĢmıĢ fenotiple iliĢkili miRNA‟lar olgun epitel oranındaki bir artıĢla iliĢkili 

olarak ergenlik ve gebelik boyunca yükselmektedir. Buna karĢılık bazı miRNA‟lar, 

laktasyon sonrası evrim sırasında zirveye ulaĢmıĢtır. Fokal yapıĢma ile ilgili genler 

için zenginleĢtirilmiĢ ve tahmin edilen mRNA hedeflerinin ifadesinde karĢılık 

gelen bir azalma ile, memenin yeniden Ģekillenmesinde rol oynadığı 

düĢünülmektedir (Avril-Sassen ve ark, 2009). Klasik mRNA profilleme 

çalıĢmaları, meme tümörlerini luminal A, luminal B, bazal benzeri, HER2-pozitif 

ve normal benzeri tümörler olarak 5 ana gruba ayırmaktadır (Perou ve ark, 2000). 

Yakın zamanlarda normal meme dokularında ve tümörlerde miRNA 

ekspresyonuna iliĢkin benzer küresel çalıĢmalar, kanserin ilerlemesiyle ilgili 

miRNA‟ları tanımlamaya ve meme tümörlerini daha fazla alt sınıflandırmaya 

çalıĢmıĢtır (Iorio ve ark, 2005). MiRNA ekspresyonlarının, meme kanseri hücre 

hatlarında normal meme dokusuna kıyasla ciddi bir Ģekilde bozulduğu ve azaldığı 

ve sadece PMC42 hattının normal bir miRNA profili sergilediği gözlemlenmiĢtir 

(Git ve ark, 2008). Meme tümörü biyolojisi ve tedavisinin anahtarı olan östrojen 

reseptörü (ER) ile miRNA ekspresyonu arasındaki iliĢki kapsamlı bir Ģekilde 

araĢtırılmıĢtır. Erken profilleme çalıĢmaları, ER-pozitif ve ER-negatif tümörler ile 

iliĢkili çok sayıda miRNA tanımlamıĢtır (Mattie ve ark, 2006). Belirgin bir Ģekilde, 

miRNA'lar, meme kanseri de dâhil olmak üzere bir dizi kanserde genomik 

amplifikasyon/delesyon bölgelerinde istatistiksel olarak aĢırı temsil edilmektedir 

(Calin ve ark, 2004). MiRNA‟ların ve mRNA‟ların birlikte düzenlenmesi meme 

tümörü dokularında gözlemlenmektedir ve bu lokuslarda ortak transkripsiyonel 

kontrol olduğu düĢünülmektedir (Blenkiron ve ark, 2007). MiRNA 

transkripsiyonunun epigenetik regülasyonu, meme kanserinde primer meme 

tümörlerinde bilinen diğer tümör baskılayıcı genlerin hipermetilasyonu ile güçlü 

bir Ģekilde iliĢkili olarak, birkaç miRNA promotörünü hipermetilasyonu ile tarif 

edilmiĢtir. Bu da normal olarak iĢlem yapan p53‟ün varlığında bile transkripsiyonel 

susturma ile sonuçlanır (Lehmann ve ark, 2008). 
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 Meme kanserinin kontrolünde ve aktivitesinde rol oynayan karmaĢık bir 

miRNA ağı vardır. ÇeliĢkili modelleri çözmek ve meme tümörlerinde önemli 

mekanizmaların hangileri olduğunu ayırt etmek için daha fazla çalıĢmaya ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

 

1.4. Rahim Ağzı Kanseri ve MiRNA İlişkisi 

 Rahim ağzı kanseri; meme, kolorektal ve akciğer kanserinden sonra dünya 

genelinde en sık görülen dördüncü, kadınlar arasında ise en yaygın görülen kanser 

türüdür. Servikal kanser olarak da adlandırılan rahim ağzı kanserinden dolayı 

gerçekleĢen ölümlerin sayısı, GLOBOCAN 2020 verilerine göre dünya çapında 

yaklaĢık 342.000‟dir. Ayrıca yaklaĢık 604.000 yeni rahim ağzı kanseri vakası 

olduğu tahmin edilmektedir (Sung ve ark, 2020). KEAP1/NRF2, PIK3CA ve 

E542K/E545K mutasyonlarına sahiptir. En yaygın mutasyonları P53 ve pRB1 

(Retinablastoma Protein 1)‟dir. (Jiang ve ark, 2018). HPV-negatif rahim ağzı 

kanseri hücreleri normal rahim ağzı dokuları ile karĢılaĢtırıldığında, insan 

papilloma virüsü (HPV) ile entegre rahim ağzı kanseri hücrelerinde birden fazla 

miRNA‟nın ekspresyonu değiĢtirdiği gözlemlenmektedir (Wang ve ark, 2009). Ek 

olarak normal serviks ile karĢılaĢtırıldığında ise, servikal karsinomlarda 

değiĢtirilmiĢ miRNA ekspresyon profilleri de bildirilmiĢtir (Lee ve ark, 2008). Ġlk 

rahim ağzı kanseri miRNA çalıĢması, 2007 yılında kanserli dokularda 

tanımlanmıĢtır. O zamandan beri birçok çalıĢma miRNA‟ların hücre 

proliferasyonu, apoptoz, göç ve istilayı etkileyerek rahim ağzı kanserinin 

ilerlemesini bildirmiĢtir (Gomez ve ark, 2013). Rahim ağzı kanserlerinin çoğuna 

E6 ve E7 viral kodlu, onkoprotein yoluyla servikal skuamöz epitel hücrelerinin 

normal proliferasyonunu ve farklılaĢmasını bozan yüksek riskli HPV ile 

enfeksiyonu neden olmaktadır. E6/E7 proteinleri tümör oluĢumuna, hücresel tümör 

baskılayıcı proteinler, TP53 ve RB1 ile etkileĢim aracılık etmektedir (Shai ve ark, 

2007). YanlıĢ düzenlenmiĢ konakçı proteinlerin yanı sıra, E6 ve E7 onkoproteinleri 

ayrıca miRNA‟lar gibi konakçı kodlamayan transkriptlerle de etkileĢime 
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girmektedir (Wang ve ark, 2014). MiRNA profillerinin yakın tarihli bir meta-

analizi, servikal neoplazi vakalarında ve normal servikal epitel örneklerinde 

yapılmıĢtır. Yapılan analizlerde, servikal neoplazinin farklı evreleri arasında 42 

yukarı yönde, 21 aĢağı yönde regüle edilen miRNA‟lar tanımlanmıĢtır. Bu 

miRNA‟ların, kanserin ayırt edici özelliklerine katkıda bulunan p53, ErbB, MAPK, 

mTOR, Notch, TGFβ ve Wnt yollarını değiĢime uğrattığı görülmüĢtür (He ve ark, 

2016). 

 Rahim ağzı kanserindeki en klinik problem tümörlerin radyoterapiye yanıt 

vermemesidir. Bu konuda yapılan çalıĢmalar, servikal kanser radyorezistansından 

sorumlu mekanizmaların hala net olarak bilinemediğini göstermiĢtir. Mevcut 

veriler bazı miRNA‟ların spesifik imzasının rahim ağzı kanseri hücrelerinin radyo-

direncini destekleyebileceğini göstermektedir (Zhang ve ark, 2013). Önceki 

çalıĢmalardan miRNA‟ların birçok fonksiyonel genin düzenleyicileri olduğu 

bilinmektedir. MiRNA‟lar, fokal adezyon yolunu hedefleyerek kanser hücresi 

göçünü ve istilasını engelleyebildiği, tümör büyümesini bozabildiği ve AKT-

mTOR sinyal yolunu düzenleyerek sisplatine karĢı kemo-duyarlılığı artırabildiği ve 

aĢağı regülasyonu yoluyla ilerlemeyi baskılayabildiği görülmektedir (Yamamoto 

ve ark, 2013, Li ve ark, 2012). Xiaoxia Hu ve ark. bazı miRNA‟ların rahim ağzı 

kanseri geliĢimi ve metastazında önemli düzenleyici roller oynayabileceğini ve 

potansiyel olarak hastaların sağkalımının prognostik göstergeleri olarak hizmet 

ettiğini bildirmiĢlerdir (Hu ve ark, 2010). Bulgular göstermektedir ki, bazı 

miRNA‟ların yüksek ekspresyonu, Smad7‟yi hedefleyerek rahim ağzı kanseri 

geliĢimine katkıda bulunmaktadır. Aksine bu miRNA‟lar inhibe edildiğinde rahim 

ağzı kanseri hücrelerinin çoğalması ve canlılığı bastırılmaktadır (Zhou ve ark, 

2016). 
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1.5.  Apoptoz ve Kök Hücre İlişkili Genlerin MiRNA ilişkisi 

1.5.1. P53 

 Tümör baskılayıcı p53, genomun koruyucusu olarak bilinir ve normal 

hücre büyümesini koruyan bir transkripsiyon faktörüdür (Chen ve ark, 2010). P53 

geni 17. kromozomun kısa kolunda (p) yerleĢmiĢtir (17p13.1) ve 53 kDa 

ağırılığında 393 aminoasitlik bir çekirdek fosfoproteini kodlamaktadır (Yukishige 

ve ark, 2011). P53 fonksiyonunun bozulması sıklıkla kanserin baĢlamasına veya 

ilerlemesine yol açmaktadır. Ġnsan kanserlerinin yaklaĢık yarısı, p53 geninde DNA 

mutasyonları barındırır ve tümörlerin %80'inden fazlasının, DNA mutasyonlarına 

ek olarak farklı mekanizmalar yoluyla p53 fonksiyon kaybına sahip olduğu tahmin 

edilmektedir (Vousden ve ark, 2009). P53‟ün yaygın bir polimorfizmi, 72. kodonda 

gerçekleĢmektedir. Bu polimorfizmin ya bir prolin ya da bir arjinin bölgesi içeren 

değiĢmiĢ bir proteinle sonuçlanmaktadır (Pietsch ve ark, 2006). Bu transkripsiyonel 

düzenleyicinin iĢlevinin ortadan kaldırılması, daha agresif bir meme ve akciğer 

kanseri fenotipine, nüks ve ölümlerin %50 oranında artmasıyla sonuçlanmaktadır 

(Elledge ve ark, 1998). HPV-pozitif kanser hücrelerinde ise E6 onko-proteinine 

bağlı p53 bozulma yolu aktiftir. Bu bozulma yolu kanser hücrelerinin büyümesi ile 

sonuçlanmaktadır (Hengstermann ve ark, 2001). Serviks kanserli hastalarda 

yapılmıĢ bir çalıĢmanın sonucuında 72. kodon arjinin homozigotluğu kanser için 

bir risk faktörü olarak belirtilmiĢtir (Zebhe ve ark, 2001). Son çalıĢmalar bazı 

miRNA‟ların, sıklıkla tümörlerde yüksek ekspresyon sergileyerek p53‟ün negatif 

düzenleyicileri olduğunu rapor etmiĢlerdir (Feng ve ark, 2011). Bu miRNA‟lar, 

p53 mRNA‟sının 3‟-UTR‟sine bağlanarak p53 seviyesini ve iĢlevini inhibe 

etmektedir (Le ve ark, 2009). 

 

1.5.2. P21 

 P21, proto-onkogen RAS tarafından kodlanmaktadır. Apoptoz, DNA hasar 

yanıtı ve aktin hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesi gibi çeĢitli hücresel 

programları düzenleyen ve p53 tarafından transkripsiyonel olarak yukarı regüle 
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edilen sikline bağımlı kinazların bir inhibitörüdür (Romanov ve ark, 2016). P21, 

sitoplazma veya çekirdekteki lokalizasyonuna bağlı olarak onkogenik veya tümör 

baskılayıcı olabilmektedir (Huang ve ark, 2014). P53‟te olduğu gibi p21‟de meme, 

akciğer ve rahim ağzı kanserleri dahil olmak üzere birçok kanserde mutasyona 

uğrar ve aĢağı regüle edilmesi kötü prognoz ile iliĢkilidir (Marchetti ve ark, 1996, 

Elledge ve ark, 1998). P53 kodon 72 ve p21 kodon 31‟deki polimorfizmlerin, 

serviks kanserinin geliĢimiyle iliĢkili olduğu gözlemlenmiĢtir (Jiang ve ark, 2010). 

Bazı miRNA‟ların, p21‟e 3‟UTR yoluyla bağlandığı ve p21 ekspresyonunu aĢağı 

regüle ettiği gözlemlenmiĢtir (Jung ve ark, 2010).  

 

1.5.3. SOX2 

 SOX2, embriyonik geliĢimin düzenlenmesi için gerekli olan bir 

transkripsiyon faktörüdür. SOX2 ekspresyonunun düzensizliği, çoğalma, göç etme, 

istila etme ve metastaz yapma kapasitesi gibi kanser hücresi özelliklerini olumlu 

yönde etkilemektedir. Kanser kök hücrelerinde fazla ifade edilmekte onkogenik 

özellik gösterebilmektedir (Novak ve ark, 2020). SOX2, küçük hücreli akciğer 

kanserlerinin %41‟inde ve bazal hücre benzeri meme karsinomlarının %43‟ünde 

aĢırı eksprese edilmektedir (Güre ve ark, 2000). Aynı Ģekilde servikal kanser 

hücrelerinde aĢırı eksprese edilen SOX2, hücre proliferasyonunu, klonojenik ve 

tümörijenik özelliğini arttırmaktadır. Bu da tümör oluĢumunda önemli bir rol 

oynadığını göstermektedir (Leiphrakpam ve ark, 2017). Translasyonel düzeyde 

birkaç çalıĢma miR-145, miR-126 ve miR-9 gibi miRNA‟ların SOX2‟yi inhibe 

edebileceğini, rolünü ve aĢağı akıĢ olaylarını etkileyebileceğini bildirmiĢtir (Liu ve 

ark, 2013; Xu ve ark, 2009; Otsubo ve ark, 2011; Jeon ve ark, 2011). 

 

1.5.4. HTERT (İnsan Telomeraz Ters Transkriptaz) 

hTERT, telomer uzunluğunu korumak ve arttırmak için telomerik DNA‟yı 

sentezleyen ve hücrenin ölmesini engelleyen insan telomerazının önemli 

bileĢenlerindendir (Li ve ark, 2017). Ġnsan kanserlerinde onkogen veya tümör 
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baskılayıcı rollerde bulunabilmektedir. hTERT indüksiyonu; telomeraz 

aktivasyonu ile telomerleri stabilize ederek malign dönüĢüme katkıda bulunur. β-

katenin ile etkileĢime girerek kanser hücrelerinde EMT‟yi ve kök hücre benzeri 

özellikleri destekler (Liu ve ark, 2013). Ayrıca hücre proliferasyonunu arttırırken, 

anjiyogenez ve metastazı hızlandırır ve kanser hücrelerinin büyümesini teĢvik eder 

(Saha ve ark, 2017). Marchetti ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, hTERT‟nin 

yüksek ekspresyonunun akciğer, rahim ağzı ve meme kanseri gibi katı tümörlerde 

kötü prognoz ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. BaĢka bir çalıĢmada ise miR-138‟in 

rahim ağzı kanserinde tümör baskılayıcı olarak hareket edebileceği ve hTERT‟yi 

hedefleyerek in vitro ve in vivo olarak tümör büyümesini inhibe edebileği 

görülmüĢtür (Zhou ve ark, 2016). Ancak altında yatan mekanizma hala belirsizdir. 

hTERT‟in telomer uzatma iĢlevinden bağımsız olarak yukarıda bahsedilen 

onkojenik özelliklerinden dolayı hTERT‟i hedeflemek, EMT ve CSC‟leri inhibe 

edip kanserin ilerlemesini engellemek için tedavi yöntemi olabilmektedir. 

 

1.5.5. CD133 

 CD133, PROM1 tarafından kodlanan glikosile edilmiĢ bir transmembran 

proteinidir. Kanserin baĢlaması, geliĢmesi ve metastazına ek olarak, kemoterapi 

ilaçları ve radyasyon dahil olmak üzere terapötik direnci de arttırırlar (Lee ve ark, 

2017). Ayrıca CD133+ hücrelerinin kendini yenileme, çoğalma ve farklı hücre 

tiplerine farklılaĢma yetenekleri göz önüne alındığında kanser kanser kök hücreleri 

(CSC) oldukları söylenebilir (Hemmati ve ark, 2003).  
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ġekil 1.3.  Kanser metastazını regüle etmek için CD133‟ün aracılık ettiği sinyal 

yolları 

 

 Yapılan çalıĢmalar, CD133-pozitif CSC benzeri hücre popülasyonunun 

akciğer kanserinde kendi kendini yenileyebildiğini ve sınırsız sayıda 

nontümorijenik hücre üretebildiğini, fakat CD133-negatif kanser hücrelerinin bu 

potansiyelden yoksun olduğunu gözlemlemiĢtir (Eroma ve ark, 2008). Bu da 

yüksek CD133 ekspresyonunun kötü prognozla iliĢkili olduğunu göstermektedir. 

Aynı Ģekilde rahim ağzı kanserinde CD133‟ün, CSC‟nin proliferasyonunu 

kolaylaĢtırdığı, biyobelirteç olarak hizmet ettiği ve tümör büyümesini baĢlattığı 

bildirilmiĢtir (Javed ve ark, 2018). Meme kanserinde giderek artan CD133‟ün rolü 

ilk olarak, invaziv duktal karsinomda yüksek PROM1 ekspresyonunun tümör 

boyutu ve lenf nodu metastazı gibi olumsuz klinik-patolojik faktörlerle pozitif 

korelasyon gösterdiği ortaya konulmuĢtur (Liu ve ark, 2009). Bazı miRNA‟ların 

CD133 üzerinde belirli inhibitör etkileri vardır ve bu da kanserin baĢlamasını ve 

ilerlemesini durdurmaktadır (Li ve ark, 2017, Zhao ve ark, 2017). 
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1.5.6. E-CADHERİN 

 E-cadherin, tümör baskılayıcı bir proteindir ve EMT ile bağlantılı olarak 

silinmesi veya deregülasyonu, cadherin-cathenin kompleksinin bozulması 

nedeniyle tümörün infiltratif ve metastatik yeteneği ile iliĢkilidir. Bunun sonucunda 

ise hücre yapıĢması kaybı ve hücre hareketliliğinde artıĢ meydana gelmektedir (Na 

ve ark, 2020, Christofori ve ark, 1999). Agresif bir meme kanseri paterni, özellikle 

lenfovasküler invazyon ve aksiller lenf düğümlerinde metastaz ile iliĢkilidir (Hunt 

ve ark, 1997). Akciğer ve rahim kanserlerinde de baskılanmıĢ E-cadherin‟in 

metastaz baĢlangıcı ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Shu ve ark, 2019, Peng ve ark, 

2015). Çoğu miRNA‟lar yukarı regüle edildiğinde metastaz hızlandırıcı olarak 

hareket ederken, aĢağı regüle edildiğinde metastaz baskılayıcı olarak iĢlev 

görmektedirler (Ma ve ark, 2008). Aynı Ģekilde fazla eksprese edilen bir miRNA 

E-cadherin salgısını azaltmakta ve metastazı hızlandırmaktadır (Tan ve ark, 2010). 

 

1.5.7. SNAIL 

 SNAIL ailesine ait olan üç omurgalı üyesi bulunmaktadır. Bunlara SNAIL 

(SNAIL1), SLUG (SNAIL2) ve SMUC (SNAIL3) adı verilmiĢtir. Tüm aile üyeleri 

çinko parmak tipinin transkripsiyon faktörlerini kodlamaktadır (Nieto ve ark, 

2002). SNAIL; metabolik bir yeniden programlama, tümör hücrelerine kanser kök 

hücre benzeri özellikler kazandırma, ilaç direnci, tümör nüksetmesi ve metastaz 

hızlandırma gibi süreçlerde rol oynamaktadır (Wang ve ark, 2013). Ayrıca E-

cadherin ekspresyonunu baskılayarak EMT‟yi indükler (Cano ve ark, 2000). Bu 

sebeplerden dolayı akciğer, meme ve rahim ağzı gibi kanserlerde SNAIL‟in inhibe 

edilmesi kanserin baĢlamasının ve istilasının tedavisi için potansiyel bir terapötik 

hedef olabilir (Hung ve ark, 2009, Mani ve ark, 2008, Zhao ve ark, 2013). 

MiRNA‟lar SNAIL seviyesini, SNAIL ise aynı zamanda miRNA ekspresyon 

seviyelerini düzenleyebilir. Aralarındaki etkileĢim, tümör büyümesi ve 

metastazının düzenlenmesinde önemli bir olaydır (Skryzpek ve ark, 2020). Ayrıca 

kanserde SNAIL‟e bağlı EMT‟nin de P53 ve bazı miRNA‟lar tarafından 
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düzenlendiği gösterilmiĢtir. P53 fonksiyonunun yokluğunda miRNA 

seviyelerindeki düĢüĢün sonucu olarak SNAIL‟e bağlı EMT, meme ve akciğer 

karsinomu hücrelerinde etkilidir (Kim ve ark, 2011).  

 

1.6.  MiR-105-5p  

 MiR-105 ailesinin üyelerinden olan hsa-miR-105-5p, 22 nükleotid 

uzunluğundadır ve Homosapiens‟te referans genomunda bulunur. 6 veritabanı 

(GeneCards, TarBase, miRBase, LncBase, RefSeq ve ENA) verilerine göre; X 

kromozomunun p11.3-q22.3 kolunda yer almaktadır. GABRA3(gamaaminobütirik 

asit (GABA) A reseptör alfa 3 alt birimi) geninin intron 1 bölgesi içerisindedir. 

BaĢlama lokasyonu 152,394,458 ve bitiĢ lokasyonu 152,394,480‟dir. Kromozom 

sekansı; ACCACAGGAGTCTGAGCATTTGA‟dır. (ġekil 1.4).   

 

 
ġekil 1.4.  hsamiR-105-5p kromozom lokasyonu (Kırmızı: Timin=T, Mavi: 

Sitozin=C, Sarı: Guanin=G, YeĢil: Adenin=A). 
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ġekil 1.5. hsamiR-105-5p gen sekans grafiği. 

 

Çizelge 1.1.  MiR-105-5p‟nin Akciğer, Meme ve Rahimağzı kanserlerinde 

doğrudan hedeflediği genler (Veriler miRBase veritabanından 

alınmıĢtır). 

MiR-105-5P Hedef Genleri 

A549 EGFR, ALK, KRAS, PTEN, BNIP2, 

BNIP3, BAK1, BCL2L11, BCL2L2 

MCF7 TP53, BRIP1, PIK3CA, BARD1, 

BRCC3 

HeLa TP53, PIK3CA, TGFβ1, MAPK, 

MAPK14 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

 Lu J ve ark, kanser teĢhisinde miRNA profillerinin önemini göstermek için, 

boncuk tabanlı profil oluĢturma yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Çoklu insan kanserleri de 

dahil olmak üzere 334 numunenin 217 memeli MiRNA‟larını, iki flüoresan 

boyanın değiĢken karıĢımları ile emprenye edilmiĢ karboksilatlı 5 mikron polistiren 

boncuklarla birleĢtirmiĢler ve PCR ile amplifiye etmiĢlerdir. Boncukları daha sonra 

miRNA kimliğini ve ekspresyonunu ölçebilmek için akıĢ sitometresi kullanılarak 

analiz etmiĢler bunun sonucunda ise miRNA‟ların çoğunun (217 miRNA arasından 

129‟u) tümörlü dokularda normal dokulara kıyasla daha düĢük ekspresyon 

sevilerine sahip olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Ayrıca miRNA‟lar tümörleri tek bir 

soy içinde bölümlere ayırmıĢtır. Bu deneyler, tek bir geliimsel soy içinde bile, 

dönüĢüm mekanizmalarını yansıtan farklı miRNA ekspresyon kalıplarının 

gözlemlenebileceğini ve ayrıca miRNA ekspresyon kalıplarının insan kanserlerinin 

geliĢim tarihini kodladığı fikrini desteklemektedir. 

 Dong X ve ark, bazı miRNA‟ların KHDAK için bir biyobelirteç olduğunu 

kanıtlamak amacıyla mikroarraylar kullanarak miRNA‟ları profillemiĢlerdir. 154 

primer KHDAK hastasından ve 146 sağlıklı donörden diferansiyel olarak eksprese 

edilen miRNA‟ları, RNA izolasyonuna tabi tutup kantitatif PCR (qPCR) ile 

doğrulamıĢlardır. Bu analizler, KHDAK hastaları ve sağlıklı donörler arasında 40 

farklı miRNA‟nın seçildiğini ortaya koymuĢtur. Hastaların plazma miRNA 

düzeylerinin sağlıklı kontrollere göre anlamlı derecede yüksek olduğu 

bulunmuĢtur. ROC analizleri, miRNA‟ların hastaları sağlıklı donörlerden 

ayırabileceğini ve olumlu tanısal verimliliklere sahip olduğunu görtermiĢtir. 

ÇalıĢmalar, erken evre KHDAK hastalarının tanısı için CEA‟nın 

birleĢtirilebileceğini göstermiĢtir. MiRNA‟lar, CEA ile birlikte erken evre KHDAK 

için tanı gücünü sırasıyla 0.880, 0.877 ve 0.888‟e yükseltebilir. Birlikte ele 

alındığında, miRNA‟ların plazmada özel olarak bulunduğunu ve KHDAK‟nin 

erken aĢamasında dolaĢıma dökülebileceğini gözlemlemiĢlerdir. Sonuç olarak, 
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miRNA ekspresyonlarının tümör oluĢumunu hızlandırdı ve plazmadaki 

miRNA‟ların KHDAK hastalarının erken teĢhisi için yeni biyobelirteçler olarak 

iĢlev görebilecekleri bulunmuĢtur. 

 Donnem T ve ark, KHDAK‟da anjiyogenez ile ilgili önemli ölçüde 

değiĢtirilmiĢ miRNA‟ları tanımlamayı amaçlamıĢlar ve 335 KHDAK hastasından 

oluĢan geniĢ bir kohorttan, hastalığa özgü sağkalımı (DSS) kısa olan 10 hasta, uzun 

DSS'si olan 10 hasta ve 10 normal kontrolden alınan parafine gömülü numuneler 

analiz etmiĢlerdir. MiRNA‟lar, mikrodizi hibridizasyonu ile ölçülmüĢ ve seçilen 

miRNA‟ları, real time qPCR ile doğrulamıĢlardır. Anjiyogenez dahil olmak üzere 

farklı yolların etkileri, PANTHER‟den türetilen GSEA ile değerlendirilmiĢtir. 128 

miRNA, önemli ölçüde yukarı veya aĢağı regüle edilmiĢtir. Yol analizi, 

anjiyogenez ile ilgili miRNA‟ların KHDAK‟a dahil olduğunu göstermiĢtir. Dizi 

hibridizasyonu ve qPCR doğrulama verileri arasında güçlü ve anlamlı 

korelasyonlar bulunmaktadır. Önemli ölçüde değiĢtirilmiĢ anjiyogenez ile ilgili 

yüksek ilgi çeken miRNA‟ların, toplam kohortta fibroblast büyüme faktörü ile 

önemli ölçüde iliĢkili olduğu ve nodal metastazlı alt grupta daha da belirgin 

olduğunu bulmuĢlardır. Birkaç anjiyogenez ile iliĢkili miRNA‟nın, KHDAK‟da 

önemli ölçüde değiĢtiğini öne sürmüĢ ancak doğrulayamamıĢlardır. 

 Zhang J ve ark, yaptıkları araĢtırmada miR-105-5p seviyesinin, glioma 

dokularında normal beyin dokularından tutarlı bir Ģekilde düĢük olduğunu ve miR-

105-5p seviyelerinin, tümör derecesi ile negatif korelasyon gösterip SUZ12‟yi 

hedeflediğini tespit etmiĢlerdir. Ayrıca miR-105-5p‟nin glioma hücrelerinde hücre 

çoğalmasını engelleyerek tümör baskılayıcı gen görevini üstlendiklerini de 

göstermiĢlerdir. 

 Git A ve ark, meme kanseri hücre hatlarını ve normal meme dokusunu 

kıyaslamıĢ ve meme kanseri hücrelerinde miRNA ekspresyonunun ciddi Ģekilde 

bozulduğunu ve azaldığını göstermiĢlerdir. 

 Pardini B ve ark, servikal kanserde düzensiz olan miRNA‟ların kapsamlı 

bir değerlendirmesini yapmıĢlardır. Yapılan çalıĢmada, aĢırı eksprese edilen 
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miRNA‟ların servikal karsinogenez ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. Yaygın olarak 

deregüle edilen miRNA‟ların ise, erken teĢhis ve hastalığın ilerlemesi için ve ayrıca 

serviks kanseri hastalarında tedavi için etkili tanısal biyobelirteçler olarak hizmet 

edebileceğini göstermiĢlerdir. 

 Jia Y ve ark yaptığı bir çalıĢmada, miR-301‟in, meme kanseri 

ilerlemesinde CPEB1 proteini aracılığıyla SIRT1/SOX2 yolunu düzenlediğini 

göstermiĢlerdir. Sonuçlar, SIRT1 ve SOX2‟nin meme kanseri dokularında yüksek 

oranda eksprese edildiğini ortaya koymuĢtur. Elde edilen sonuçlar, miR-301 

ekspresyonunun artmasının CPEB1 eksperesyonunu azalttığını ancak SIRT1 ve 

SOX2 ekspresyonunun arttığını, buna karĢın miR-301 ekspresyonunun inhibe 

edilmesi durumunda tümörlerde zıt eğilimlere yol açtığını göstermiĢlerdir. 

CPEB1‟in düĢük ekspresyonunun, meme kanseri hücrelerinde istila, göç ve 

proliferasyon yeteneğini arttırmak, hücre döngüsü ilerlemesini teĢvik etmek ve 

apoptozu inhibe etmek için SIRT1/SOX2 yolunu aktive ettiği ve in vivo meme 

kanseri hücrelerinin tümörijenitesini teĢvik ettiği sonucuna varmıĢlardır. Bu 

bulgular miR-301‟in meme kanseri ilerlemesini arttıran onkomiR görevi 

görebileceğini ileri sürmüĢtür. Kümülatif olarak, bu çalıĢmanın ana bulguları miR-

301'in CPEB1 ekspresyonunu inhibe ettiğini ve bunun da meme kanseri 

ilerlemesini arttırmak için SIRT1/SOX2'yi yukarı regüle ettiğini göstermiĢtir. 

 Chhabra R, epidermal büyüme faktörünün (EGF), SOX2‟yi indükleyerek 

rahim ağzı kanserinde CSC oluĢumunu teĢvik ettiğini, bazı miRNA‟larında 

SOX2‟yi inhibe ederek EGF yolunu etkisiz hale getirdiğini ve böylelikle CSC 

popülasyonunu azalttığını yaptığı bir çalıĢmada göstermiĢtir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

3.1.1. Cihazlar 

 

Çizelge 3.1. Kullanılan cihazlar ve markaları 

Western Blotting cihazları  Bio-Rad Vertical Powerpac Basic Power 

Supply, (Cat. No: 1645050) (USA) 

iBright™ CL1500 Imaging System (Cat. 

No: A44114) 

Quantus  Floumeter (RNA miktarı 

ölçüm cihazı)  

Promega (TM396) (USA) 

Termal ısıl döngüleyici (Thermal 

cycler) 

Applied Biosystems (Model no:9902) 

(Singapur) 

Mikroplaka okuyucu Biochrom (Seri no:134560) (USA) 

Isıtıcı VWR (Seri No: 060111007) (USA) 

Buz cihazı IMS-50 (H01330) (EU) 

Spin Isolab (MCZ000433) (Almanya) 

+4 dolabı Uğur (USS 374 DTKLY) (Türkiye) 

-80 dolabı New Brunswick (Eppendorf) (U410 HEF) 

(UK) 

Deepfreez (-20) BOSCH (GSD1140NE) (Almanya) 

pH metre Az® 86555 (Tayvan) 

Mikropipetler Eppendorf (Almanya), Thermo Scientific 

(USA) 

Hassas terazi NECKLĠFE, FLY-2004 (FA2004) (Çin) 

Manyetik karıĢtırıcı Thermomac (Model No:TM12) (Japonya) 

Mikroskop  Olympus (CKX53) (Tokyo) 

Vorteks IKA (Seri No:0003340000) (Almanya) 

Hücre kabini Tezsan (Seri No:0624-1102) (Türkiye) 

Deney tüpleri Eppendorf (Almanya) 

Su banyosu Thermo (WB15 (Seri No:201910103443) ) 

(USA) 

Ġnkübatör  RWD (D180) (Çin) 

Santrifüj Beckman (Allegra), 21R Centrifuge (USA) 

(Cat no:367571) (Almanya) 

Real time PCR Thermal cycler(Applied Biosystem, Seri 

no:7500) (USA) 

Non-Steril inkübatör (Etüv) Nüve (EN 500) 
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3.1.2. Hücre Hatları 

 Ġnsan küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri (KDAK) hücre dizileri A549, 

Gaziantep Üniversitesi‟nden alınmıĢtır. ATCC verilerine göre, Ras mutasyonu 

mevcuttur ve kromozom numarası mod 66 (%24), mod 64 (%22)‟dür. 58 yaĢında 

beyaz bir erkekten alınmıĢtır. Meme kanseri hücre dizileri olan MCF7, Prof. Dr. 

M.Bertan Yılmaz tarafından temin edilmiĢtir. Sıklıkla BRCA1 ve BRCA2 

mutasyonuna sahip olan MCF7 hücre hattının kromozom numarası mod 82‟dir ve 

69 yaĢındaki beyaz bir kadından alınmıĢtır. Rahim ağzı kanseri hücre dizisi HeLa 

ise Yozgat Üniversitesi‟nden temin edilmiĢtir. P53 ve pRB mutasyonuna 

rastlanmaktadır ve kromozom numarası mod 82‟dir. Ġlk olarak 1951 yılında 31 

yaĢındaki Afrikalı bir kadından alınmıĢtır. 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü 

3.2.1.1. Ortam hazırlama 

 500 ml saf DMEM (GibcoTM, Cat no: 41966) içerisine %0,1 antibiyotik 

(HyCloneTM, Cat no: SV30079.01) ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum) 

(HyClone
TM

, Cat no: SV30160.03) eklenerek pipetajlama yöntemiyle homojen 

olarak dağılması sağlanır. Hazırlanan stok çözelti daha sonra kullanılmak üzere 

+4°C‟de saklanır. 

 

3.2.1.2. Ortam değişimi 

 Kültüre alınan hücreler mikroskop altında incelenir ve eski ortam serolojik 

pipet yardımıyla çekilip PBS (Phosphate buffered saline) (HyCloneTM, Cat no: 

SH30256.02) ile yıkanır. Daha sonra önceden hazırlanan DMEM stok 

çözeltisinden, hücrenin içerisinde bulunduğu plate büyüklüğüne oranla bir miktar 

eklenerek 37°C ve 0,5 C2O içeren inkübatöre kaldırılır. 
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3.2.1.3. Hücre kaldırma ve split 

 Plate içerisine yapıĢmıĢ halde bulunan kanser hücrelerini kaldırmak için 

öncelikle eski ortamı çekilip PBS ile yıkanır. Ġçerisine tripsin (GibcoTM, Cat no: 

25200072) eklenip hücre bağlantılarının kesilmesi için bir süre inkübasyon 

içerisinde bekletilir. Mikroskop altında incelenen hücrelere eklenen tripsinin 4 katı 

kadar DMEM eklenir. Yapılacak deney planına göre hücreler farklı plateler 

içerisine bölünür.  

 

3.2.1.4. Transfeksiyon 

 Transfeksiyon aĢamasında Lipofectamin 3000 kiti (InvitrogenTM, Cat no: 

2341049) kullanılmıĢtır. Deneye baĢlamadan önce kit içerisinde bulunan miR-105-

5p primerleri (hsa-miR-105 mimic, AmbionTM, Cat no: 4464066/hsa-miR-105 

inhibitör, AmbionTM, Cat no: 4464084/hsa-miR-105 negatif kontrol, AmbionTM, 

Cat no: AM17010) 5 nmole göre sulandırılır. (Kullanılan mimic ve inhibitör 

sekansları: 5‟-UCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU-3‟). Transfeksiyondan 24 

saat sonra diğer deneylerin yapılabilmesi için hücrelere split yapılmıĢtır. Daha 

sonra split yapılan hücreler mikroskopta gözlemlenir ve eğer %70-90 yoğunluğa 

ulaĢtıysa deneye baĢlanır. Öncelikle 6 adet 1,5 ml‟lik ependorf tüpleri etiketlenir. 

Daha sonra ilk üç tüpe 125 µl Optimem® 1x Reduced Serum Medium (GibcoTM, 

Cat no: 31985) ve 5 µl lipofektamin eklenip 1 kere pipetaj yapılır. Diğer 3 tüpe ayrı 

ayrı 125 µl optimem eklenip 4.tüpe için 3 µl mimic, 5.tüpe 3 µl inhibitör ve 6.tüpe 

3 µl negatif kontrol eklenir. 1.grup ve 2.grup kendi aralarında birleĢtirilerek 10-15 

dakika inkübasyon için bekletilirler. Daha sonra içerisinde kanser hücresi bulunan 

3 cm‟lik platelere aktarılırlar (ġekil 3.1). Plateler 37°C ve 0,5 C2O içeren inkübatör 

içerisinde bekletilir.  
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ġekil 3.1.  Hücrelere transfeksiyon uygulaması. (Tüplere mimic, miR-105-5p‟nin 

ekspresyonunu arttırmak amacıyla, inhibitör ise ekspresyonunu 

azaltmak amacıyla eklenmiĢtir.) 

 

3.2.1.5. Proliferasyon 

 Plate içerisine yapıĢmıĢ halde bulunan hücrelere kaldırma iĢlemi uygulanır. 

Hücre süspansiyonundan thoma lamının her iki kısmına 10 µl eklenip mikroskop 

altında sayımı yapılır. Proliferasyon için 96‟lık well plate içerisine ekilecek 

hücrelerin kuyucuk baĢına düĢmesi istenen hücre sayısı baz alınarak hesaplamaları 

yapılır ve hücre süspansiyonundan ne kadar alınacağı bulunur. Her bir kuyucuğa 

300 hücre düĢecek Ģekilde hazırlanan hücre süspansiyonu well plate kuyucuklarına 

4‟lü tekrarlar halinde paylaĢtırılır. Daha sonra hücrelerin artıĢ oranlarına bakmak 

için 0 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonraki durumları gözlemlenir. Okutma 

iĢleminin yapılabilmesi için hücrelerin eski ortamı çekilip 50µl izopropanol 

(Merck, Cat no: 67-63-0) ile 15 dakika bekletilen hücrelerin, mikroplaka 

okuyucusu ile 570 nm‟de absorbans değerleri ölçülür ve excel programına 

kaydedilir. Daha sonra GraphPad Prism 9 programı ile grafik değerleri oluĢturulur. 

 

3.2.1.6. Koloni formasyon deneyi 

 Öncelikle split yapılan hücrelere kaldırma iĢlemi uygulanır ve her bir 

kuyucuğa düĢmesini istediğimiz hücre sayısına ulaĢabilmek için thoma lamı ile 

hücre sayımı yapılır. Thoma lamının her iki kısmına 10 µl hücre süspansiyonu 
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eklenip mikroskop altında sayımı yapılır. 1.gruba 300 hücre düĢürebilmek 

amacıyla A549 için; 700 µl, MCF7 için; 100 µl ve HeLa için; 30 µl hücre 

süspansiyonu eklenir. 2.gruba ise 500 hücre düĢürebilmek amacıyla A549 için; 

1,200 µl, MCF7 için; 300 µl ve HeLa için; 60 µl hücre süspansiyonu eklenir. 

Eklenen hücre süspansiyonu miktarı thoma lamı ile sayılan 1 mm içerisinde 

bulunan hücrelerin ortalamalarının 104 ile çarpılmasıyla elde edilir. Ayrıca her 

hücrenin çoğalma hızları farklı olmasından dolayı değiĢik miktarlar 

çıkabilmektedir. Daha sonra bu miktarlar her bir kuyucuk için 3 ml olacak Ģekilde 

DMEM kullanılarak tamamlanır. Hazırlanan mix 6‟lık well plate içerisine aktarılır. 

 

ġekil 3.2. Thoma lamı ve mikroskop görüntüsü 

 

2 hafta boyunca 37°C ve 0,5 C2O içeren inkübatörde bekletilir. Bu süre 

içerisinde ortam değiĢimleri yapılır ve koloni oluĢturma özelliğine bakılır. 2 

haftanın sonunda hücreler metilen blue (Merck, Cat no: 61-73-4) ile boyanır ve 

fotoğraflanır. 

 

3.2.2. PCR 

3.2.2.1. RNA izolasyonu 

RNA izolasyonu, Trizol Direct ZolTM RNA minipres plus (ZYMO 

Research Cat no: TR118) kiti kullanılmıĢtır. 
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Homojenizasyon aşaması; 10‟luk platelere split yapılan hücreler istenen 

yoğunluğa ulaĢtığında platedeki eski ortam çekilir ve hücreler PBS ile yıkanır. 1 ml 

trizol eklenen hücreler hücre kazıyıcı yardımıyla kazıyarak parçalanır ve elde 

edilen hücre lizatı nükleaz free eppendorf tüpe alınır. Nükleoprotein 

komplekslerinin tam olarak ayrıĢması için homojenleĢtirilmiĢ örnek oda 

sıcaklığında 5 dakika inkübe edilir. Ardından +4°C‟de 10 dakika 12.000 RCF‟de 

santrifüjlenir. Elde edilen süpernatant yeni bir tüpe alınır. 

Faz ayrımı aşaması; Süpernatanta 60 µl kloroform (Riedel-de haën, Cat no: 

24216) eklenir. 15 saniye vortekslendikten sonra 2-3 dakika inkübe edilir. Tüp 

+4°C‟de 15 dakika 12.000 RCF‟de santrifüjlenir. Santrifüjden sonra oluĢan 3 faz 

içerisinden en üstteki RNA fazı ayrı bir tüpe alınır. 

RNA çöktürme basamağı; Alınan RNA fazına 150 µl izopropanol eklenip 10 dk 

oda sıcaklığında inkübe edilir. +4°C‟de 10 dk 12.000 RCF‟de santrifüjlenir. 

RNA yıkama basamağı; Süpernatant atılıp pelete 300 µl ethanol eklenip 

vortekslenir. 7,500 RCF‟de +4°C‟de 5 dk santrifüjlenir. Yıkama iĢlemi bir kez daha 

tekrarlanır. Ethanol uzaklaĢtırılır. 

RNA resüspansiyonu basamağı; RNA, 30-40 µl nükleaz free su ile birkaç kez 

pipetajlanarak çözünür. RNA daha sonra kullanılmak için -80‟e kaldırılır. 

 

3.2.2.2. RNA Ölçümü 

 Ölçüm için öncelikle her tüp baĢına 200 µl olacak Ģekilde mix hazırlanır. 

Mix içerisine QuanFluor RNA sample kit (PromegaTM, Cat no: E3311) içerisinde 

bulunan RNA Dye, total hacim/400, TE Buffer ise total hacim/20 olacak Ģekilde 

seyreltililerek eklenir. Daha sonra her tüp hacmi 200 µl‟ye tamamlanana kadar 

nükleaz free su eklenir. Bir önceki aĢamada izolasyonu yapılan RNA‟lar ölçüme 

alınmadan önce 1‟e 5 oranında distile su ile seyreltilir. Ölçüm tüplerine mix ve 1 µl 

RNA eklenerek ölçüm yapılır. Çıkan sonuçlar 5 ile çarpılır. 
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3.2.2.3. cDNA sentezi 

Hesaplama: Ölçüm sonucunda 1 µl içerisinde bulunan RNA miktarları baz 

alınarak ng hesabı yapılır ve kaç µl RNA alınacağına karar verilir. 

Ependorf tüp içerisinde RNA + nükleaz free su + PCR mixi = 20 µl olmalıdır. 

PCR mixi hazırlama: Ayrı bir ependorfta mix hazırlanır. Kit (Abm OneScript®, 

Cat no: G236) içerisinde bulunan Random, dNTP ve RTaz her örnek için 1 µl, 5x 

buffer 4 µl ve RTaz inhibitör 0,25 µl eklenir. (Toplamda 7,25 µl) 

PCR mixi miktarı total hacimden (20 µl) çıkarılır. 20 µl – 7,25 µl = 12,75 µl  

Hesaplama basamağında izole edilen RNA miktarından 12,75 µl çıkarılır ve 

nükleaz free su miktarı bulunur. 

PCR tüplerine nükleaz free su, PCR mixi ve RNA eklenip pipetajlama yapılır. 

Tüpler PCR cihazına yüklenir. (10 dakika 25°C, 60 dakika 50°C ve 5 dakika 85°C 

toplamda 1 saat 15 dakika) 

 

3.2.2.4. Real time PCR 

 

Çizelge 3.2. PCR tüpü örnek hazırlama 

GENLER ÖRNEKLER ETİKETLEME 

1)18S A)NEGATĠF KONTROL 
A1-A2-A3-A4-A5-A6-

A7-A8 

2)P21 B)MĠMĠC 
B1-B2-B3-B4-B5-B6-

B7-B8 

3)SNAIL C)ĠNHĠBĠTÖR 
C1-C2-C3-C4-C5-C6-

C7-C8 

4)SOX2   

5)P53   

6)CD133   

7)HTERT   

8)E-CADHERİN   
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Çizelge 3.3. Kit miktarları 

8 gen x 3 örnek x 3 tekrar = 72 kuyucuk 

 

 Örnekler, genler ve kit PCR tüplerine eklendikten sonra her bir tüp 96‟lık 

well plate içerisindeki kuyucuklara aktarılır. cDNA‟lar eklenmeden önce 5 ng‟a 

göre seyreltme yapılır. 

 

Çizelge 3.4. ÇalıĢtırma sıcaklığı (40 döngü) 

95° C 10 dk 

95° C 15 sn 

60° C 30 sn 

95° C 30 sn 

 

  

PCR RealQ Plus 2x 

Master Mix Green 

(Ampliqon Cat no: 

A324402) 

1X 3,5X 

Primer F 0,5 µl 1,75 µl 

Primer R 0,5 µl 1,75 µl 

H2O 9,2 µl 18,7 µl 

Cdna 1 µl 3,5 µl 

SYBR mix 10 µl 35 µl 
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Çizelge 3.5. Kullanılan genlerin sekansları, katalog numaraları ve markaları 
GENLER SEKANSLAR KAT NO VE 

MARKA 

18S forward: 5‟-CTTAGAGGGACAAGTGGCG-3‟ Cat no: 200420126 

Sentebiolab 

rewerse: 5‟-ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA-3‟ Cat no: 200420127 

Sentebiolab 

P21 forward: 5‟-CCCGTGAGCGATGGAACT-3‟ Cat no: HO00038602 

Macrogen 

rewerse: 5‟-CGAGGCACAAGGGTACAAGA-3‟ Cat no: HO00038602 

Macrogen 

Snail forward: 5‟-GCGATGCCCAGTCTAGAAA-3‟ Cat no: OG190114247 

Macrogen 

rewerse: 5‟-GGTAATGTGTGGGTCCGAATA-3‟ Cat no: OG190114247 

Macrogen 

SOX2 forward: 5‟-GGAGAGTAAGAAACAGCATG-3‟ Cat no: 191221128 

Sentebiolab 

rewerse: 5‟-GTGGATGGGATTGGTGTTCT-3‟ Cat no: 191221129 

Sentebiolab 

P53 forward: 5‟-AGGGATGTTTGGGAGATGTAAG-3‟ Macrogen 

rewerse: 5‟-CCTGGTTAGTACGGTGAAGTC-3‟ Macrogen 

CD133 forward: 5‟-CACTACCAAGGACAAGGCGT-3‟ Cat no: 191221122 

Sentebiolab 

rewerse: 5‟-TCCTTGATCGCTGTTGCCAT-3‟ Cat no: 191221123 

Sentebiolab 

hTERT forward: 5‟-CCCATTTCATCAGCAAGTTTGG-3‟ Cat no: HO00038602 

Macrogen 

rewerse: 5‟-CTTGGCTTTCAGGATGGAGTAG-3‟ Cat no: HO00038602 

Macrogen 

E-cadherin forward: 5‟-GTCATTGAGCCTGGCAATTTAG-3‟ Cat no: OG190114247 

Macrogen 

rewerse: 5‟-GTTGAGACTCCTCCATTCCTTC-3‟ Cat no: OG190114247 

Macrogen 

 

3.2.3. Western Blotting 

3.2.3.1. Protein izolasyonu 

 Protein izolasyonu yapılacak 6 cm‟lik plate içerisinde bulunan hücrelerin 

eski ortamı çekilerek soğuk 1x non-streril PBS (Thermo Scientific Cat no: 28348) 

ile yıkanır. Daha sonra 150 µl Ripa buffer (Thermo Scientific, Cat no: 89901) ve 

1,5 µl proteaz inhibitör kokteyl (Thermo Scientific, Cat no: 78441) karıĢtırılarak 

hücrelere verilir. Hücreler hücre kazıyıcısı yardımıyla kazınıp elde edilen hücre 

lizatı buz üzerinde 30 dakika inkübe edilir. Tüp +4°C‟de maksimum devirde 20 
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dakika santrifüjlenir. Sonrasında içerisinde protein bulunan süpernatant ayrı bir 

ependorf tüpe alınır ve protein 1/5 oranında dilüe edilir. Kalan protein üzerine 150 

µl 5x lamelli buffer eklenip proteinlerin denatüre olması için ısıtılır. Proteinler -

20‟de saklanır. 

 

3.2.3.2. BCA 

 Proteinlerin konsantrasyonları karĢılaĢtırabilmemiz için bildiğimiz ve seri 

dilüsyon yöntemiyle dilüe edilmiĢ albümin proteini kullanılır (2000 µg/ml, 1000 

µg/ml, 500 µg/ml, 250 µg/ml, 125 µg/ml, 62,5 µg/ml, 31,25 µg/ml ve 0 µg/ml). 

Farklı standartlarda olan 8 ayrı albümin proteini ve transfekte hücrelerden elde 

edilen proteinler 96‟lık well plateye 10 µl ve 2 örnek olacak Ģekilde yüklenir. Her 

bir kuyucuğa 100 µl working buffer eklenir (Thermo Scientific, Reagent A Cat no: 

23228, Reagent B Cat no: 1859078) ve plate 37 °C‟de 30-40 dakika etüvde 

bekletilerek inkübe edilir. Ġnkübasyonun ardından mikroplaka okuyucu ile 562 

nm‟de MTT uygulanır. 

 

3.2.3.3. Proteinleri jelde yürütme 

Çözelti hazırlama:  

Amonyum persülfat (APS): 100 mg APS (Amonyum Persülfat) (Sigma 

Aldrich, Cat no: 101887601) tartılarak 1 ml distile suda çözünür. Taze hazırlanır. 

Akrilamit stok çözeltisi: 30 g Akrilamit (Merck, Cat no: S6360030) ve 1 

g Bisakrilamit (Amresco Cat no: 2296B032) tartılarak 100 ml‟ye tamamlanır. 

Çözelti +4 derecede saklanır. 

Tris tampon çözelti: Konsantrasyon jeli için %0,2 SDS (Sodyum dodesil 

sülfat) (J.T. Baker, Cat no: 151213) içeren 0,25 M Tris (pH: 6,8) (Thermo 

Scientific, Cat no: 77861) ve ayırma jeli için %0,2 SDS içeren 0,75 M Tris (pH: 

8,8) hazırlanarak +4 derecede saklanır. 
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Buffer hazırlama: 

Transfer buffer: 9.085 g Tris-baz (Sigma Aldrich, Cat no: 1003318131), 

42.79 g glisin (Biorad, Cat no: BL2110001) tartılarak %20 metanol (3 L için 600 

ml metanol) içerisinde çözdürülür. Daha sonra %0,1 (3 g) SDS eklenir. Çözelti 2 L 

saf su ile tamamlanır ve konsantre HCl (Biorad, Cat no:?) ile pH: 8,3‟e ayarlanır. 

Çözelti 3 L‟ye saf su ile tamamlanır. Oda sıcaklığında saklanır. 

Running buffer: 9,085 g Tris-baz, 42,79 g glisin ve %0,1 (3 g) SDS 

tartılarak 2 L saf suda çözdürülür. Konsantre HCl ile pH: 8,3‟e ayarlanır. Çözelti 3 

L‟ye saf su ile tamamlanır. Oda sıcaklığında saklanır. 

Jel hazırlama: 

Alt jel (%10-12): 32 µl APS (%10), 4.1 ml H2O, 3.3 ml akrilamit stok 

çözeltisi, 2.5 ml tris-HCl (1.5 M pH: 8.8), 100 µl %10 SDS ve 10 µl TEMED 

karıĢtırılır.  

Üst jel (%4): 6.1 ml H2O, 1.3 ml akrilamit stok çözeltisi, 2.5 ml tris-HCl 

(0.5 M pH: 6.8), 100 µl %10 SDS, 10 µl TEMED ve 100 µl APS (%10) karıĢtırılır. 

Protein yükleme ve jelde yürütme 

Alt jel kasetin arasına mikropipet yardımıyla dökülür ve üzerine bir miktar 

izopropanol eklenir. PolimerleĢme için 5-10 dakika beklenir. PolimerleĢmeden 

sonra izopropanol çekilip atılır. Daha sonra üst jelde dökülür ve tarak yerleĢtirilir. 

Üst jelin de polimerleĢmesi için beklenir. Kaset + ve – kutupları göz önünde 

bulundurularak tanka yerleĢtirilir. Tank running buffer ile doldurulur. Tarak 

kasetten çıkarılır. Protein markeri 10 µl yüklenir. Protein izolasyonu sırasında elde 

edilen proteinler konsantrasyonlarına göre (50µg) hesaplanıp yüklemesi yapılır. 

Güç kaynağıyla tank arasındaki bağlantı sağlandıktan sonra güç kaynağı 120 volt 

40 dakikaya ayarlanıp yürütme baĢlatılır. 

 

3.2.3.4. Transfer 

 Yürütme bittikten sonra kaset arasından el değmeden jel çıkarılır ve üst jel 

uzaklaĢtırılır. PVDF membran jelin boyutuna göre kesilir üzerine jel yerleĢtirilip 



3. MATERYAL VE YÖNTEM    Aylin ÖRS 

36 

bir kap içerisinde metanol ile 2-3 dakika bekletilir. Metanol uzaklaĢtırılır. 

Membrana bir miktar transfer buffer eklenip 10-20 dakika karıĢtırıcıda 

çalkalanarak yıkama iĢlemi yapılır. GeniĢ bir kaba transfer buffer eklenir ve kaset 

aparatları, süngerler ve 2 filtre kağıdı bu buffer ile ıslatılır. Transfer buffer 

içerisinde kırmızı aparatın üzerine ıslatılan sünger üzerine filtre kağıdı onun da 

üzerine PVDF membran ve jel yerleĢtirilir. Jelin üzerine filtre kağıdı ve sünger, 

süngerin üzerine de en son siyah aparat yerleĢtirilerek sandviç modeli tamamlanır. 

Hava kabarcıklarını yok etmek için hafifçe rolling yapılır. Sandviç modeli 

membran kırmızı tarafa jel ise siyah tarafa yakın olacak Ģekilde tanka yerleĢtirilir. 

Tank maximum noktaya kadar transfer buffer ile doldurulur ve güç kaynağı ile tank 

arasındaki bağlantı yapılır. Güç kaynağı 400 mA ve 50 dakika protokolüne göre 

ayarlanıp transfer baĢlatılır. 

 

3.2.3.5. Blotlama ve görüntüleme 

Blotlama  

 %5‟lik süt tozu (Serva, Cat no: 42590) solüsyonu hazırlanır (her bir antikor 

için 10 ml). Jel transfer aĢamasında PVDF membrana transfer olur. Membran 

protein ağırlığının bandına göre enine kesilir. Kesilen 2 membran ayrı küçük 

kaplara alınıp üzerilerine membranı geçecek Ģekilde running buffer eklenip 5 

dakika karıĢtırıcıda çalkalanması sağlanır. 5 dakikanın sonunda running buffer 

uzaklaĢtırılır. Membranlara 10‟ar ml süt tozu eklenip karıĢtırıcıda 1 saat karıĢması 

sağlanır. Ardından süt tozu solüsyonu boĢaltılıp 3 kez 5 dakika running buffer ile 

çalkalanır. 

 

Primer antikor solüsyonu hazırlama 

1. 10 ml süt tozuna 5 µl B aktin primer (43 kDa) (Cell signalling- 3700S) 

antikoru eklenir. 

2. 10 ml süt tozuna 10 µl Snail (slug) (30 kDa) (Cell signaling- C19G7) 

primer antikoru eklenir. 
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35 kDa üstüne 2.solüsyon eklenir. 35 kDa altında kalan membrana 

1.solüsyon eklenir. Membranlar 1 saat karıĢtırıcıda karıĢtırılır. Ardından 3 kez 5 

dakika running buffer ile yıkanır. 

 

Sekonder antikor solüsyonu hazırlama 

1. 10 ml süt tozuna 5 µl B aktin Mouse HRP sekonder antikoru eklenir. 

2. 10 ml süt tozuna 5 µl Snail (Slug) Rabbit HRP sekonder antikoru eklenir. 

35 kDa üzerine 2.solüsyon eklenir. 35 kDa altında kalan membrana 1.solüsyon 

eklenir.  

 Membranlar 1 saat karıĢtırıcıda karıĢtırılır. Ardından 3 kez 5 dakika 

running buffer ile yıkanır. Membran boyutuna göre Ģeffaf dosya kesilir ve cımbız 

yardımıyla seffaf dosya içerisine alınır. Membrana TBM solüsyonu eklenir 15-30 

dakika karanlık ortamda bekletilip su ile yıkanır. Bantlar görünür hale gelir. 

Membranlar running buffer içerisinde +4°C‟de saklanır. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Bulgular 

4.1.1. MiRNA Transfeksiyonu Yapılan Hücrelerdeki Proliferasyon 

Değişimlerinin Gözlemlenmesi 

 AraĢtırmanın bu aĢamasında miR-105-5p‟nin onkogenik veya tümör 

baskılayıcı özelliklerine bakılmak amacıyla farklı koĢullar altında hücre artıĢ 

hızlarına bakılmıĢ ve miR-105-5p, her üç hücre hattında da proliferasyonu 

baskılayarak tümör baskılayıcı olarak görev almıĢtır. MiR-105-5p ekspresyonu 

indüklendiğinde (mimic) kanserli hücrelerin artıĢ hızı azalmakta, susturulduğunda 

(inhibitör) ise anlamlı olarak artmaktadır (ġekil 4.1, ġekil 4.2, ġekil 4.3). 

 

  
ġekil 4.1. A549 hücrelerinin farklı koĢullar altındaki artıĢ hızları.  
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ġekil 4.2. MCF7 hücrelerinin farklı koĢullar altındaki artıĢ hızları. 

 

 
ġekil 4.3. HeLa hücrelerinin farklı koĢullar altındaki artıĢ hızları. 
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4.1.2. Koloniformasyon Sonucunda Hücrelerin Koloni Oluşturma 

Özelliklerinin İncelenmesi 

Ekspresyonu arttırılan ve inhibe edilen miR-105-5p‟nin, MCF7, A549 ve 

HeLa hücrelerinin koloni oluĢturma özelliklerine olan etkilerine bakmak amacıyla 

koloniformasyon düzeneği kurulmuĢtur. OluĢan kolonileri ve GraphPad 9 programı 

ile çizilen grafikten yola çıkılarak, deney sonucunun diğer bulgular ile paralel 

olduğu görülmüĢtür. MiR-105-5p ekspresyonu arttırıldığında her üç hücre hattında 

da hücrelerin çoğalma hızı ile doğru orantılı olarak koloni oluĢumunun baskılandığı 

görülmüĢtür. MiR-105-5p‟nin ekspresyonu azaltığında, eksprese edilmesine kıyasla 

her üç hücre hattında da koloni oluĢumunun arttığı görülmüĢtür (ġekil 4.4, ġekil 

4.5, ġekil 4.6).  

 

 
ġekil 4.4.  A549 koloniformasyon plate ve grafik görüntüleri (BaĢlangıçta A 

grubuna 300 hücre (700 µL), B grubuna 500 hücre (1200 µL) 

eklenmiĢtir). 
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ġekil 4.5.  MCF7 koloniformasyon plate ve grafik görüntüleri (BaĢlangıçta A 

grubuna 300 hücre (100 µL), B grubuna 500 hücre (300 µL) 

eklenmiĢtir). 

 

 
ġekil 4.6.  HeLa koloniformasyon plate ve grafik görüntüleri (BaĢlangıçta A 

grubuna 300 hücre (30 µL), B grubuna 500 hücre (60 µL) eklenmiĢtir). 
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4.1.3. RNA İzolasyonu Sonrasında Elde Edilen RNA Miktarları 

 

Çizelge 4.1. Transfeksiyonlu A549 hücrelerinin RNA miktarı ölçümleri. 

KOġULLAR ÖLÇÜM SONUÇLARI 

A549 negatif kontrol  178 ng/µl 

A549 mimic  142 ng/µl 

A549 inhibitör  165 ng/µl 

 

Çizelge 4.2. Transfeksiyonlu MCF7 hücrelerinin RNA miktarı ölçümleri. 

 

Çizelge 4.3. Transfeksiyonlu HeLa hücrelerinin RNA miktarı ölçümleri. 

KOġULLAR ÖLÇÜM SONUÇLARI 

HeLa negatif kontrol 441 ng/µl 

HeLa mimic 453 ng/µl 

HeLa inhibitör 531 ng/µl 

 

4.1.4. PCR Bulguları 

MiR-105-5p ekspresyonunun arttırıldığı ve azaltıldığı hücrelere, RT-PCR 

yapılarak apoptoz ile iliĢkili genlerle iliĢkisine bakılmıĢtır. 

A549 ve MCF7 hücre hatlarında P53 geni mimic koĢulunda eksprese 

edilmiĢ ve inhibitör koĢulunda baskılanmıĢtır. Fakat HeLa hücre hattında az bir 

farkla da olsa inhibitör koĢulunda daha fazla eksprese edilmiĢtir (ġekil 4.7). 

KOġULLAR ÖLÇÜM SONUÇLARI 

MCF7 negatif kontrol 212 ng/µl 

MCF7 mimic 342 ng/µl 

MCF7 inhibitör 47,2 ng/µl 
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ġekil 4.7.  MiR105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde P53 geninin 

mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

P21 geni ise, mimic koĢullu A549 ve HeLa hücre hatlarında inhibe edilirken, 

inhibitör koĢulunda eksprese edilmiĢtir. Bu durum MCF7 hücre hattında tam tersi 

bir Ģekilde gerçekleĢmiĢtir. P21, MCF7 hücre hattında mimic koĢulunda yukarı 

yönde inhibitör koĢulunda aĢağı yönde regüle olmuĢtur  (ġekil 4.8). 

 

   
ġekil 4.8.  MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde P21 geninin 

mRNA ekspresyon seviyeleri. 
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SOX2 geni, miR-105-5p ekspresyonunun arttığı ve azaldığı A549 hücre hattında 

herhangi bir değiĢiklik göstermemiĢtir. Fakat MCF7 hücresinde mimic koĢulunda 

aĢağı yönde, inhibitör koĢulunda ise yukarı yönde regüle olmuĢtur. HeLa 

hücrelerinde ise mimic koĢulunda, inhibitör koĢuluna oranla daha az eksprese 

edilmiĢtir (ġekil 4.9). 

 
ġekil 4.9.  MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde SOX2 

geninin mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan A549 ve HeLa hücre hatlarında, Htert geni fazla 

miktarda eksprese edilirken, ekspresyonun inhibe edildiği koĢulda baskılanmıĢtır. 

Bu durum miR-105-5p‟nin farklı koĢullar sağladığı MCF7 hücre hattında bir 

değiĢiklik göstermemiĢtir (ġekil 4.10). 
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ġekil 4.10.  MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde Htert geninin 

mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

CD133 geninde sadece A549 ve HeLa hücre hatları incelenmiĢ ve her iki hücre 

hattında da miR-105-5p‟nin ekspresyonunun arttığı koĢullarda CD133 geninin 

baskılandığı görülmüĢtür. Ekspresyonun azaldığı durumlarda ise tam tersi olarak 

CD133 geni fazla eksprese olmuĢtur (ġekil 4.11). 

 

 
ġekil 4.11.  MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde CD133 

geninin mRNA ekspresyon seviyeleri. 
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MCF7 ve HeLa hücre hatlarının inhibitör koĢulunda E-cadherin geninin 

ekspresyonu artarken mimic koĢulunda baskılanmıĢtır. Fakat A549 hücre hattında 

miR-105-5p ekspresyonuyla birlikte E-cadherin ekspresyonu da artmıĢ ve doğru 

orantılı olarak miR-105-5p‟nin inhibe edildiği durumda E-cadherin de inhibe 

edilmiĢtir (ġekil 4.12). 

 
ġekil 4.12.  MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde E-cadherin 

geninin mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

A549 ve HeLa hücrelerinde mimic koĢulunda ekspresyonu azalan Snail (slug) 

geninin inhibitör koĢulunda ekspresyonu artmıĢtır. MCF7 hücre hattında ise her iki 

koĢul altında da bir değiĢiklik göstermemiĢtir (ġekil 4.13). 
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ġekil 4.13. MiR-105-5p ekspresyonu arttırılan ve azaltılan hücrelerde Snail geninin 

mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

4.1.5. BCA (Bikinchoninic Asid Assay ) Bulguları 

 

Galapagos programı ile 562 nm dalga boyunda protein miktarlarının kantitatif 

ölçümünden elde edilen veriler Excel‟de düzenlenerek, mimic ve inhibitör 

koĢullarındaki hücrelerde total protein miktarlarını gösteren doğrusal standart 

grafiği oluĢturuldu ve R2 değeri hesaplandı (ġekil.14-15-16). 

 

 
ġekil 4.14.  A549 hücrelerinden elde edilen total proteinlerin standart grafiği ve R2 

değeri. 
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Çizelge 4.4.  MiRNA ekspresyonu arttırılmıĢ (mimic) ve azaltılmıĢ (inhibitör) 

A549 hücrelerinden elde edilen protein miktarları 

 

 
ġekil 4.15. MCF7 hücrelerinden elde edilen total proteinlerin standart grafiği ve R2 

değeri. 

 

Çizelge 4.5.  MiRNA ekspresyonu arttırılmıĢ (mimic) ve azaltılmıĢ (inhibitör) 

MCF7 hücrelerinden elde edilen protein miktarları  

Negatif kontrol 11,337 µg/ml 

Mimic 11,027 µg/ml 

Ġnhibitör 11,977 µg/ml 

 

 

Negatif kontrol 1980 µg/ml 

Mimic 1515 µg/ml 

Ġnhibitör 1985 µg/ml 
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ġekil 4.16.  HeLa hücrelerinden elde edilen total proteinlerin standart grafiği ve R2 

değeri. 

 

Çizelge 4.6.  MiRNA ekspresyonu arttırılmıĢ (mimic) ve azaltılmıĢ (inhibitör) HeLa 

hücrelerinden elde edilen protein miktarları. 

Negatif kontrol 6740 µg/ml 

Mimic 3490 µg/ml 

Ġnhibitör 9020 µg/ml 

 

4.1.6. Western Bulguları 

Protein izolasyonunda elde edilen proteinler ile western deneyi kurulmuĢ fakat 

sonuç alınamamıĢtır. Bunun nedeninin kullanılan antikordan kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. ÇalıĢmanın planları doğrultusunda yeni bir antikor ile deneme 

yapabilmek için gerekli zaman ve maddi destek sağlanamadığından western 

blotting deneyi tekrarlanamamıĢtır. 
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4.2.  Tartışma 

 Günümüzde en çok ölüme neden olan kanser hastalığında miRNA‟ların, 

gerek hücre farklılaĢması ve proliferasyonda, gerek apoptozda, gerekse metastazda 

önemli roller üstlendiği kanıtlanmıĢtır. Pek çok miRNA‟nın kanserde onkogenik ve 

tümör supressör gen olarak görev aldığı bilinmektedir (Calin ve ark, 2006). 

AraĢtırmamızda, miR-105-5p miRNA‟sının A549, MCF7 ve HeLa hücre 

hatlarındaki apoptoz ve kök hücre iliĢkili genlerin mRNA ekspresyonlarına etkisine 

bakılmıĢtır. Ayrıca ekspresyonu artan ve azalan miR-105-5p‟nin hücrelerde 

gerçekleĢen koloni oluĢturma ve apoptoz olaylarına etkisi de incelenmiĢtir.  

 MiR-105-5p ekspresyonunun arttırılması durumunda akciğer, meme ve 

rahim ağzı kanserlerinin hücre proliferasyonunda anlamlı bir baskılanma 

gerçekleĢmiĢtir. Bu durum miR-105-5p ekspresyonunun baskılanması koĢulunda 

ise tam tersi bir etki göstermiĢ ve kanserli hücreler artmıĢtır. Sonuçlar bize miR-

105-5p‟nin bu kanserlerde tümör supressör olarak görev aldığını ve hedefe yönelik 

tedavi arayıĢlarında özel bir role sahip olabileceğini göstermektedir. Her ne kadar 

Pardini B ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmalar, bazı miRNA‟ların fazla eksprese 

edilmesinin servikal karsinogenezle bağlantılı olduğunu, inhibe edilmesinin ise 

tedavi seçeneği olduğunu göstermiĢ olsa da bu durum miR-105-5p‟yi 

kapsamamaktadır. Bulgular kısmında Ģekil 4.3‟da gösterildiği gibi ekspresyonu 

artan miR-105-5p HeLa hücrelerinin proliferasyonunda baskılanmaya sebep 

olmaktadır. Bu durum A549 ve MCF7 hücrelerinde de aynı Ģekilde gerçekleĢmiĢtir 

(bkz; ġekil 4.1, ġekil 4.2). MiRNA‟ların kanser dokularında, normal dokulara 

nazaran özellikle az miktarda bulunduğu ve karsinogenezde miRNA‟nın 

baskılandığına dair çalıĢmalar (Lu J ve ark, 2005, Rosenfeld ve ark, 2005), bizim 

bulduğumuz bulgular ile paralel ilerlemiĢtir.  

 Proliferasyonu baskılayan miR-105-5p‟nin aynı etkiyi koloni oluĢturma 

özelliklerinde de gösterip göstermeyeceğini anlayabilmek amacıyla kurulan 

koloniformasyon deneyinden de benzer sonuçlar alınmıĢtır. Tahmin edildiği gibi 

her üç hücre hattında da miR-105-5p‟nin varlığı kanserli hücrelerin koloni 
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oluĢturma özelliğini baskılamıĢtır. Yine miR-105-5p ekspresyonu azaltıldığında 

ters orantılı bir Ģekilde hücrelerin koloni oluĢturma özelliğinde kontrol grubuna 

oranla belirgin bir artıĢ gözlemlenmiĢtir.  

 Diziye özgü bir transkripsiyon faktörü olan P53, genomik hasar karĢısında 

hücre döngüsü ve apoptozun düzenlenmesindeki kritik rolü nedeniyle genomun 

koruyucusu olarak adlandırılmaktadır. En çok çalıĢılan tümör baskılayıcıdır ve 

insan kanserlerinin neredeyse %50‟sinde P53 mutasyonu vurgulanır (Chen F ve 

ark, 2010, Vousden ve ark, 2011). P53 geni, A549 ve MCF7 hücrelerinde miR-

105-5p ekspresyonundan sonra artıĢ göstermiĢtir ve bu durum tümör supressör 

olarak görev alan P53 için anlamlı bir artıĢtır. MiR-105-5p, hücre döngüsü 

durmasını, apoptozu ve yaĢlanmayı teĢvik eder. MiR-105-5p‟ye bağlı olarak P53, 

in vitro bir Ģekilde genotoksik stres sonrasında indüklenmiĢtir. BaĢka bir 

yaklaĢımla miRNA‟ların yakınında DNA dizisinde P53 bağlayıcı elementlerin 

aranması, miR-105-5p‟yi P53 ile düzenleme için iyi bir aday olarak tanımlamıĢtır. 

Bazı çalıĢmalar (Feng ve ark, 2011; Le ve ark, 2009) bazı miRNA‟ların tümörde 

yüksek ekspresyon sergileyerek P53‟ün 3‟UTR‟sine bağlandığını ve P53 seviyesini 

inhibe ettiğini rapor etmiĢlerdir. Fakat miR-105-5p için aynı durum söz konusu 

değildir. Öte yandan E6 onko-proteinine bağlı P53 bozulma yolunun aktif olduğu 

servikal kanserde (Hengstermann ve ark, 2001), zaten mutasyona uğramıĢ P53 

miR-105-5p ekspresyonu ile birlikte inhibe olmuĢ tümör baskılayıcı özelliği 

gösterememiĢtir. MiR-105-5p‟nin inhibe olması ise mutasyonlu P53‟ü arttırmıĢtır 

ve P53 servikal kanserde onkogen görevini üstlenmiĢtir. BaĢka bir bakıĢ açısıyla 

bakıldığında miR-105-5p ekspresyonu veya inhibisyonu HeLa hücrelerinde zaten 

mutasyona uğrayıp onkogen görevi alan P53‟e bir etki göstermemiĢtir diyebiliriz. 

Yani normalde genomu korumakla görevli P53 geninin miR-105-5p ile birlikte 

aktive olup kanser hücrelerini apoptoza götürmesi beklenirken bu durum rahim 

ağzı kanseri hücrelerinde gerçekleĢmemiĢtir. 

 P53 geni ile birlikte iĢbirliği yapan ve çekirdekteki lokalizasyonuna göre 

tümör baskılayıcı veya onkogen görevi görebilen P21 geninin aĢağı regüle olması 
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P53 geni gibi kötü prognozla iliĢkili olabilmektedir (Huang ve ark, 2014; Marchetti 

ve ark, 1996; Elledge ve ark, 1998). Bu çalıĢmada da miR-105-5p ekspresyonunun 

arttırıldığı durumda P21, akciğer ve rahim ağzı kanserlerinde aĢağı regüle 

olmuĢtur. MiR-105-5p ekspresyonunun inhibe edildiği durumda yukarı regüle 

olarak onkogen olarak görev görmüĢtür. MiR-105-5p‟nin diğer bazı miRNA‟lar 

gibi P21 genine 3‟UTR yoluyla bağlandığı ve P21‟i aĢağı regüle ettiği sonucu 

literatürdeki baĢka bir çalıĢma ile uyum içerisinde ilerlemiĢtir (Jung ve ark, 2010). 

Ayrıca P53 kodon 72 ve P21 kodon 31‟de polimorfizmler oluĢtuğunda her iki 

geninde serviks kanserinde onkogen görevi üstlenmesi (Jiang ve ark, 2010), iki 

genin uyum içerisinde çalıĢtığını bir kez daha kanıtlamaktadır. P53 ile düzenlenen 

P21, MCF7 hücrelerinde miR-105-5p ve P53‟ün ekspresyonunun fazla olduğu 

koĢulda yukarı regüle edilmiĢ ve tümör supressör görevini almıĢtır. Bunun 

sebebinin, akciğer ve rahim ağzı kanserlerinde Ras proto-onkogeni tarafından 

kodlanan P21‟in mutasyona uğramıĢ olması ve miR-105-5p mikroRNA‟sının bu 

durumu değiĢtirmemesi olarak yorumlanabilmektedir. Fakat meme kanserinde 

miR-105-5p varlığında durum değiĢmiĢ ve P21, hücre döngüsünü düzenleme 

rolünü baĢarı ile üstlenmiĢtir. 

 Daha önceki çalıĢmalarında gösterdiği gibi (Novak ve ark, 2020, Jia ve ark, 

2021, Chhabra ve ark, 2018), SOX2 doğrudan ya da dolaylı olarak tümör 

oluĢumuna katkıda bulunmakta ve metastaz, göç, proliferasyon gibi kanser hücresi 

özelliklerini olumlu yönde etkilemektedir. Ayrıca kanser kök oluĢumunu teĢvik 

etmektedir. Bu bilgiler ıĢığında yaptığımız RT-PCR sonucunda aldığımız sonuçlar 

önceki bulgular ile benzerdir. Onkogen görevi gören SOX2 geni miR-105-5p 

ekspresyonunun azaldığı koĢullarda MCF7 ve HeLa hücre hatlarında yüksek 

derecede artmıĢ ve kanser hücrelerinin azaldığı mimic koĢulunda ise anlamlı 

ölçüde baskılanmıĢtır. Fakat aynı sonucu almak istediğimiz A549 hücre hattında 

beklenenin aksine her iki koĢulda da SOX2 ekspresyonları aĢağı yönde regüle 

olarak miR-105-5p‟nin ekspresyonu veya inhibisyonu bu gen üzerinde herhangi bir 

etki yaratmamıĢtır. 
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 HTERT indüksiyonu, telomerleri stabilize ederek malign dönüĢüme 

katkıda bulunduğu, göç, metastaz, anjiyogenez ve proliferasyon gibi süreçlerde rol 

oynadığı, böylelikle kanser hücresi büyümesini desteklediği belirtilmiĢtir (Liu ve 

ark, 2013; Saha ve ark, 2017). Akciğer, meme ve rahim ağzı kanserleri de dahil 

olmak üzere bir çok kanserde kötü prognoz ile iliĢkisi belirtilen hTERT‟i, belirtilen 

diğer birçok özelliğinden dolayı hedeflemek anlamlı bir tedavi seçeneği 

olmaktadır. Ayrıca bazı miRNA‟ların hTERT‟i hedefleyerek in vivo ve in vitro 

anlamda tümör büyümesini baskıladığı görülmüĢtür (Zhou ve ark, 2016). Yapılan 

bu çalıĢmada da A549 ve HeLa hücre hatlarında miR-105-5p varlığı hTERT‟i 

hedefleyerek hücre proliferasyonunu durdurmuĢtur. Mimic koĢulunda inhibitör 

koĢuluna oranla daha fazla eksprese olan hTERT, miR-105-5p/hTERT ağının 

akciğer ve rahim ağzı kanserlerinde tümör baskılayıcı olarak iĢlev gördüğünü 

gözler önüne sermektedir. Fakat bu durum meme kanseri hücre hattı olan MCF7 

için geçerli olmamıĢtır. HTERT, MCF7 hücre hattının her iki koĢulunda da aĢağı 

yönde regüle olmuĢtur. Yani miR-105-5p meme kanserinde hTERT geninde 

herhangi bir etki göstermemiĢtir. 

 CD133-pozitif olan hücrelerin kendini yenileme, çoğalma ve farklılaĢma 

özelliklerine bakılarak kanser kök hücresi olduğu söylenebilmektedir. Diğer kanser 

kök hücreleri gibi CD133‟de metastaz ve proliferasyon gibi olaylarda görev 

almaktadır. Bunlara ek olarak kemoterapi ilaçları ve radyasyon gibi terapötik 

direnci arttırmakla görevlidirler (Hemmati ve ark, 2003). Hücrelerde onkogen 

görevi üstlenerek kötü prognozla iliĢkilidirler. Akt, FAK, Wnt gibi sinyal yollarını 

kullanarak hücre göçüne sebep olurlar. Ayrıca NF-kB, IL-1β gibi sinyal yollarını 

kullanarak ve slug ve N-cadherin ile bağlantı kurarak EMT‟yi indüklerler (ġekil 

1.3). HeLa ve A549 hücre hatlarında yapılan RT-PCR‟da CD133 geni inhibitör 

koĢulunda fazla eksprese olurken mimic koĢulunda inhibe olmuĢ ve bu kanserlerde 

onkogen olarak görev aldığı kanıtlanmıĢtır. Bu sonuçtan hareketle onkogen olarak 

görev alan CD133‟ün, A549 ve HeLa hücre hatlarında miR-105-5p 

ekspresyonunun arttığı mimic koĢulunda baskılanmıĢ olması kullanılan 
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miRNA‟nın kanser hücrelerini apoptoza götürdüğü ve kök hücre benzeri özellik 

gösteren genleri baskılayarak sonsuz bölünmeyi durdurabileceği düĢüncesine 

varabiliriz. 

 Metastaz ile iliĢkili ve tümör baskılayıcı genlerden biri olan E-cadherin 

yokluğunda, hücre yapıĢma kaybı ve hareketliliğinde artıĢ meydana geldiği bilgisi 

literatürde mevcuttur (Na ve ark, 2020, Christofori ve ark, 1999). A549 

hücrelerinde miR-105-5p varlığında E-cadherin salgısı artmıĢtır ve bu da E-

cadherinin miR ile birlikte aktive olup tümör baskılayıcı gen özelliğini 

göstermesiyle açıklanabilir. MCF7 ve HeLa hücre hattında ise miR-105-5p 

inhibisyonunda E-cadherin artarak onkogen görevini üstlenmiĢtir. Bu sonuçlar 

meme ve rahim ağzı kanserlerinde miR-105-5p‟nin yokluğunda, E-cadherinin 

mutasyona uğradığı sonucunu düĢündürtmektedir. 

  MiR-105-5p varlığında A549 ve HeLa‟da Snail geni baskılanmaktadır. 

MiR-105-5p ekspresyonunun arttığı koĢullarda hücrelerin apoptoza gittiği daha 

önce de tartıĢılmıĢtır ve bu durumda kanserde onkogen görevi gören (Wang ve ark, 

2013) Snail geninin baskılanması bizim için tutarlı ve anlamlı bir sonuç olmuĢtur. 

MiR-105-5p inhibe olduğunda ise Snail üretimi ile birlikte kanserli hücreler de 

artmaktadır. Bu durum Snail geninin miR-105-5p yokluğunda onkogen olarak 

görev aldığını göstermektedir. Bu sonuçlar, akciğer ve rahim ağzı kanserlerinde 

Snail‟in baskılanması kanserin baĢlamasının ve istilasının tedavisi için potansiyel 

bir terapötik hedef olduğu düĢüncesi ile uyumlu olduğunu göstermektedir (Hung ve 

ark, 2009; Mani ve ark, 2008; Zhao ve ark, 2013). MCF7 hücrelerinin Snail 

geninde ise miR-105-5p herhangi bir etki göstermemiĢtir. 

 Literatüre göre, Snail‟in E-cadherin inhibisyonunu baskılayarak EMT‟yi 

indüklediği (Cano ve ark, 2000), ayrıca kanserde Snail genine bağlı EMT‟nin P53 

ve bazı miRNA‟lar tarafından düzenlendiği (Kim ve ark, 2011) buna bağlı olarak 

A549 hücrelerinin apoptoza gittiği bilgisi ile bu çalıĢma sonuçları paralellik 

göstermektedir. Onkogen olan Snail‟in miR-105-5p varlığına bağlı olarak azalması 
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ve bu azalıĢın E-cadherin‟i ve P53‟ü arttırması bizlere, Snail/E-cadherin/P53/miR-

105-5p ağının düzenli ilerleyiĢinin akciğer karsinomunu azalttığını göstermektedir. 

 MiRBase ve WikiData veri tabanlarından alınan bilgilere göre miR-105-5p, 

akciğer kanserinde mutasyona uğrayan EGFR, ALK ve KRAS (Kate ve ark, 2020) 

genlerini doğrudan hedefleyerek etkilemektedir. Ayrıca Bcl-2 ile iliĢkili; BNIP2/3, 

BAK1 ve BCL2L2/11 genlerini de doğrudan hedefleyerek Bcl-2 sinyal yolunu 

dolaylı olarak etkilemektedir. Wu ve arkadaĢlarının 2014‟de yaptığı çalıĢmada elde 

ettiği verilere göre; Bcl-2‟nin baskılanması ilaç akıĢ mekanizmasını inhibe etmekte 

ve akciğer kanserinde kemoterapide kullanılan bir ilaç olan sisplatin duyarlılığını 

arttırmaktadır. MiR-105-5p‟nin dolaylı olarak Bcl-2‟yi etkilemesinden yola 

çıkılarak ilaç akıĢ mekanizmasına ve sisplatin duyarlılığına olan etkisinin 

araĢtırılması gerektiği düĢünülmektedir. Aynı Ģekilde meme kanserinde sıklıkla 

mutasyona uğrayan TP53, BRIP1 (Sheikh ve ark, 2015) ve PIK3CA (Jiang ve ark, 

2018) genlerini doğrudan hedefleyerek etkilemektedir. Öte yandan meme kanseri 

geni olan BRCA1/2 genleri ile iliĢkili BRCC3 ve BARD1‟i doğrudan hedeflemekte 

ve BRCA1/2 genlerini dolaylı yoldan etkilemektedir. Ayrıca BRCC3 geni de P53 

ile bağlantılı olduğundan dolayı miR-105-5p P53‟ü dolaylı yoldanda etkiliyor 

diyebiliriz. Meme kanserinde olduğu gibi rahim ağzı kanserinde de mutasyona 

uğrayan P53 ve PIK3CA (Jiang ve ark, 2018), miR-105-5p‟nin hedef genleri 

arasında yer almakta ve etkilenmektedir. He ve arkadaĢlarının 2016‟da yaptığı 

çalıĢmaya paralel olarak miR-105-5p; kanserin ayırt edici özelliklerine katkıda 

bulunan TGFβ1, MAPK1 ve MAPK14‟ü doğrudan hedefleyerek bu yollarda 

değiĢikliğe sebep olmaktadır. 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

5.1. Sonuçlar 

 AraĢtırmamızda, farklı ekspresyonlarda olan miR-105-5p‟nin meme, 

akciğer ve rahim ağzı kanserlerine ve bu kanserlerde eksprese edilen apoptoz ve 

kök hücre iliĢkili genlerin üzerindeki etkisini inceleyebilmek amacıyla; hücre 

kültürü, proliferasyon, koloniformasyon, RNA izolasyonu, RT-PCR, protein 

izolasyonu/BCA ve western blotting analizleri yapılmıĢtır. Çıkan sonuçlar 

Powerpoint, Excel ve GraphPad Prism 9 programları kullanılarak belgelenmiĢtir. 

 ÇalıĢmada elde edilen bulgulara göre, her üç hücre hattında da miR-105-

5p‟nin ekspresyonunun artması proliferasyonu ve hücrelerin koloni oluĢturma 

özelliklerini baskılamıĢ, ekspresyonunun azalması bu özellikleri arttırmıĢtır. Bu 

sebeple miR-105-5p bu hücre hatlarında tümör supressör olarak görev alıp tedavi 

seçeneği olarak kullanılabilmektedir. MiR-105-5p; kök hücre ve apoptoz ile iliĢkili 

genlerin ekspresyonunu, bu genlerde miR-105-5p ekspresyonunu 

etkileyebilmektedir. Akciğer kanserinde miR-105-5p yokluğunda; P21, CD133 ve 

Snail onkogen olarak görev alırken; miR-105-5p varlığında; P53, hTERT ve E-

cadherin tümör baskılayıcı olarak görev almıĢtır. SOX2 geninde ise herhangi bir 

etki göstermemiĢtir. Meme kanserinde; miR105-5p yokluğunda SOX2 ve E-

cadherin onkogen görevini üstlenmiĢ, varlığında ise P53 ve P21 genleri tümör 

baskılayıcı gen görevini üstlenmiĢtir. Snail ve hTERT genlerinde miR-105-5p bir 

etki göstermemiĢtir. Rahim ağzı kanseri hücrelerinde ise; miR-105-5p eksprese 

olduğunda hTERT tümör baskılayıcı etki gösterirken, miR-105-5p inhibe 

olduğunda P53, P21, SOX2, CD133, E-cadherin ve Snail genleri onkogen etki 

göstermiĢtir. 
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5.2. Öneriler 

 

 MiRNA‟ların mRNA‟yı hedefleme mekanizmasının daha derin bir Ģekilde 

araĢtırılıp biyoinformatik analizlerle doğrulanması gerekmektedir. 

 Ġn vivo deneyler ile bulunan bulgular desteklenilmesi gerektiği 

düĢünülmektedir. 

 Western blotting deneyleri tekrarlanılmalı ve miRNA‟larda kanser kök 

hücre iliĢkili sinyal yolakları araĢtırılmalıdır. 
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